


Kolloidchemische Harnuntersuchungen. 


I. Mitteilung: 


Die Abhingigkeit der Oberflichenspannung des Harns 
yon seinem spezifischen Gewicht. 


Von 
F.-). v. Hahn. 


(Aus der kolloidbiologischen Station am Eppendorfer Krankenhaus in 
Hamburg, Direktorialabteilung.) 


( Eingegangen am 1. August 1926.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


1. Einleitung. 

Bemerkenswert ist es, daB sich bis jetzt kaum eine physikalisch- 
chemische oder kolloidchemische MeBart im klinischen Laboratorium 
eingebiirgert hat. Ganz besonders trifft dies fiir die Bestimmung der 
Oberflichenspannung im Harn zu, da hierzu sowohl das Material leicht 
erhaltlich, als auch die Methode auBerordentlich einfach ist. 

In seiner klassischen Arbeit tiber die Stalagmometrie erwahnte 
J. Traube bereits vor 20 Jahren auch die Bestimmung an Harn; 
die Arbeit enthilt einige interessante Beispiele fiir die Messung. Trotz- 
dem im weiteren Verlauf der Jahre von H. Bechhold und seinen 
Schiilern sowie von vielen anderen Forschern tiber die Stalagmometrie 
des Harns gearbeitet worden ist, hat sich die Methode in keiner Weise 
einen Platz im klinischen Laboratorium erwerben kénnen, obwohl 
wir bereits jetzt wissen, daB bei gewissen physiologischen Zustinden 
(z. B. Graviditét) und pathologischen Verinderungen (Ikterus usw.) 
die zu messenden Anderungen der physikalisch-chemischen Konstante 
in der GréBenordnung von Hunderten von Prozenten liegen, also 
stirkere Anschlige erhalten werden kénnen, als mit einer anderen 
physiologischen Methode zur Beobachtung kommen. Und mit Recht 
schreibt Jsaak-Friedlinder, daB nach dem jetzigen Stande der 
Forschung der Stalagmometrie des Harns keinerlei diagnostische 
Bedeutung zukomme. Dies ist aus mehreren Griinden verwunderlich; 
gerade der Harn ist als Ausscheidungsmittel des Kérpers in diagnosti- 
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scher Beziehung auBerordentlich weitgehend durchforscht und wird 
auch im nicht Forschung treibenden Laboratorium in mannigfaltigster 
Weise untersucht; der Mehraufwand an Arbeitskraft durch eine 
Oberflichenspannungsmessung ist aber minimal. AuBerdem ist der 
Harn die einzige Kérperfliissigkeit, die ohne Stérung und Ge- 
fihrdung des Patienten jederzeit zu Reihenversuchen tiber lange Zeit 
erhalten werden kann. 

Aus diesen Griinden war es von Interesse, nachzusehen, worauf 
diese Diskrepanz zwischen der Einfachheit und Eklatanz der Aus- 
schlige der Methode einerseits und der Vernachlassigung ihrer klinischen 
Anwendung andererseits zuriickzufiihren ist. Wir sind der Ansicht, 
daB dies daran liegt, daB bisher viel zu wenig Wert auf die Schaffung 
einer Vergleichsgrundlage durch Untersuchung einer grofen Anzah! 
normaler Harne gelegt worden ist. 

Eine der besten Untersuchungen auf diesem Gebiete, von Kuno/f, 
bringt neben einer sehr groBen Zahl pathologischer Werte vier Messurgen 
an normalen Harnen, die Veréffentlichung von Donnan enthalt ach 
Normalwerte. Wenn uns auch H. Bechhold in Erwiderung auf unsere 
vorlaufige Mitteilung entgegenhalt, daB er erst nach griindlicher Unter- 
suchung normaler Falle das Studium pathologischer Harne begonnen 
hatte, so haben wir Angaben iiber diese trotz des uns von ihm empfohlenen 
griindlichen Nachlesens seiner Veréffentlichungen nicht finden kénnen, und 
es mu8B zum mindesten wundernehmen, daB bei diesen Studien die einfachen 
Geset zmaéBigkeiten, iiber die wir in der I. Mitteilung berichten wollen, dem 
Scharfsinn H. Bechholds entgangen sein sollten. 

Im Laufe der letzten 2 Jahre habe ich deshalb unternommen, 
auf das gewissenhafteste unterstiitzt durch die technische Assistent in 
der Station, Frau Jiirgens-Aeckerle, an einer groBen Anzahl von normalen 
Harnen (iiber 3000), die Oberflichenspannung und ihre Beziehungen 
zu anderen GréBen zu bestimmen. In liebenswiirdigster Weise stellten 
uns die Herren Professor Brauer, Professor Mulzer und Professor 
Sudeck vom Eppendorfer Krankenhaus, sowie Herr Polizeioberst Danner 
von der Hamburger Ordnungspolizei das Material zu diesen Unter- 
suchungen zur Verfiigung, wofiir wir auch an dieser Stelle unseren 
ergebensten Dank aussprechen méchten. 


2. Die Messung der Oberflichenspannung. 


Das Ziel unserer Arbeit, an einem groBen Material Durcuschnittswerte 
zu gewinnen, zwang zur Beschrainkung auf eine MeBmethode, die bei ge- 
niigender Genauigkeit ein schnelles Arbeiten gestattet. Einfachste Hand- 
habung, im Hinblick auf die erstrebte Einfiihrung in das _ klinische 
Laboratorium und die Méglichkeit abweichungsfreier Reproduzierbarkeit 
waren die Haupterfordernisse. Diesen Anforderungen geniigt vor a!lem 
die Stalagmometrie, die Methode Traubes, aus der Tropfenzahl, in 
die in einer konstant gehaltenen Apparatur ein bestimmtes Volumen zerfiallt, 
die Oberflichenspannung zu bestimmen. Wie fast alle bisherigen Autoren 
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auf diesem Gebiet, haben auch wir uns der Stalagmometrie bedient und 
nur in Fallen des Tierexperiments, wo wenig Harn zur Verfiigung stand, 
die Methode der Tropfengewichtsbestimmung herangezogen; iiber diese 
wird bei der Besprechung der Tierexperimente Naheres angegeben werden. 


Welche Art von Stalagmometer zur Messung zur Verwendung kommen 
sollte, richtete sich ebenfalls nach den Erfordernissen der Serienunter- 
suchungen. Wir benutzten eine einfache Tropfpipette, wie sie in Abb. 1 
wiedergegeben ist; diese ist unter anderen vor allem von Wo. Ostwald 
wiederholt empfohlen worden. Unsere Pipette hat einen Wasserwert von 
53 Tropfen bei 15 bis 20°. Die Genauigkeit betrigt einen halben Tropfen. 
Auf diese Weise kommt man zu einer Fehlerquelle von etwa 1 Proz. Die 
Anwendung einer Graduierung der Pipette in der Art des Traubeschen 
Stalagmometers erschien bei diesen Messungen 
nicht angezeigt. Einmal sind die Schwankungen f 
beim normalen Harn erheblich gréBer als 1 Proz., j 
so daB eine gréBere Genauigkeit sinnlos ware; ‘ 
zum anderen ist uns nicht ersichtlich, wie man ’ 
Teile eines Tropfens an einer festen Skala ab- ) | 

| 





lesen soll, wenn sich die GréBe der Tropfen von 
einer Probe zur andern dndert. Die einfache / | 
Tropfpipette, mit der auch Donnan gearbeitet 
hat, gestattet die Ausfiihrung einer Messung in ! 
langstens 5 Minuten. Handelt es sich darum, | 
Oberflichenspannung und Viscositét gleich | 
hintereinander am gleichen Volumen zu _be- 
stimmen, oder die Oberflichenspannung bei 
héherer Temperatur zu ermitteln, so wurde 
das Viskosistalagmometer F.-V. v. Hahn’s ver- i}| 
wendet, das in Abb. 2 wiedergegeben ist. Die Ul 

‘ 
Handhabung dieses Apparats, den die Firma  appb.1. Abb. 2. 
Janke und Kunkel in Kdéln in den Handel 
bringt, ist auGerordentlich einfach. Ist der Hahn geschlossen, so wirkt der 
linke und der mittlere Schenkel zusammen wie ein Ostwaldsches Viskosi- 
meter. Wenn dagegen nach Fiillung der Kugel iiber der Kapillare der Hahn 
geéffnet wird, so sinkt das Niveau der Reservefliissigkeit und das in der 
Kugel befindliche Volumen tropft von der plangeschlitfenen Abtropfflache 
genau wie in einer Tropfréhre ab. 








Da der Wasserwert der Stalagmometer der verschiedenen Autoren 
differiert [ein Standardapparat etwa mit 35 Tropfen fiir Wasser bis 17°C, 
wie er Traube vorschwebte, hat sich bisher nicht eingefiihrt), ist es 
eine nicht nachahmenswerte Sitte, in Publikationen die Angaben iiber die 
Oberflachenspannung in Tropfenzahlen zu machen; unter diesen kann sich 
wohl der betreffende Autor etwas vorstellen, nicht aber ohne weiteres der 
Leser. Bekanntlich erhalt man mit dem Stalagmometer zuniachst nur 
relative Werte, bezogen auf Wasser gleich 53, wie es in unserem Beispiel 
war; rechnet man die Tropfenzahlen auf Wasser = 1 um, indem man die 
Tropfenzahl fiir Wasser durch die fiir den bestimmten Harn gemessene 
dividiert, so erhalt man die relative Oberflachenspannurg; diese Zah) ist 
fiir alle oberflachenaktiven Lésungen kleiner als 1. Da die Anschaulichkeit 
dieser Zahlen gering ist, haben wir es unternommen, statt der Oberflichen- 
spannungserniedrigung die zu ihr reziproke GréBe, die Oberflichenaktivitat, 
unseren Angaben zugrunde zu legen. 
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In Erinnerung an den ,,Begriinder der Kolloidchemie“* Thomas Graham 
(1805 bis 1869) haben wir fiir die Einheit der Oberflachenaktivitaét den 
Namen Graham (abgekiirzt Gh) vorgeschlagen. Wir definieren: ,,1] Graham 
ist die Oberflachenaktivitdt eines gelésten Stoffes, die die Oberflachenspannung 
des reinen Lésungsmitiels um 1 Proz. erniedrigt*. 

Die einfachste Formel, nach der man die Oberflichenaktivitat einer 


Lésung errechnen kann, ist 

Gh 1-3") . 100, 
worin J, die Oberflachenspannung des Lésungsmitte]s nach einer beliebigen 
Methode gemessen und in beliebigem MaSsystem ausgedriickt, J, die 
Oberflichenspannung der Lésung des zu untersuchenden Stoffes in dem 
Lésungsmittel (im vorliegenden Spezialfall des Harns) nach der gleichen 
Methode gemessen und in gleichem MaBsystem ausgedriickt ist. Der Kiirze 
wegen wird im folgenden meist auf die Angabe der Tropfenzahl verzichtet 
und nur die Gh-Werte wiedergegeben. Als Beispiel fiir die verschieden 
nebeneinander gebrauchlichen Ausdriicke fiir die Oberflichenaktivitat 
bzw. -spannung sei folgendes Beispiel angefiihrt: Eine Lésung (oder ein 
Harn), die in einer Tropfpipette mit 53 Tropfen Wasserwert 641, Tropfen 
ergibt, hat die relative Oberflichenspannung 0,820 (bezogen auf Wasser = 1); 
sie hat nach unserer Bezeichnungsweise eine Oberflachenaktivitét von 
18,0 Gh. Will man endlich die Oberflachenspannung in absolutem MaBe, 
etwa in dyn angeben, so mu8 man auf den Wasserwert 72 umrechnen. 
Man wiirde in dem angefiihrten Beispiel 59 dyn erhalten. 


3. Oberflichenaktivitit und spezifisches Gewicht. 


Die Oberflachenaktivitét des normalen Harns schwankt zwischen 1 
und 15 Gh, also sehr erheblich; benutzt man die Werte ohne weiteres (wie 
es bisher in verschiedenen Publikationen mehrerer Autoren der Fall ist), 
so kann man pathologisch erst Zahlen iiber 15 Gh gelten lassen; so hohe 
Werte sind aber selbst bei pathologischen Harnen selten, von einzelnen 
Fallen abgesehen. Es entstand daher zunichst die Frage, ob man die 
Schwankungen der Oberflachenspannung der Harne auf eine andere physi- 
kalisch chemische Konstante dieser zuriickfiihren konnte, mit welcher die 
Oberflaichenaktivitét symbath oder antibath verlauft. 

In der Tat stellte sich schon bald bei unseren Untersuchungen heraus, 
daB die Schwankungen der Oberflichenaktivitét mit der des spezifischen 
Gewichts in Zusammenhang stehen, und zwar so, daB ,,hochgestellte“ 
Harne auch hohe Gh-Werte zeigten. 

Wie wenig geklart die gesamte Frage nach den Oberflachenspannungs- 
verhaltnissen des Harns bis heute noch ist, geht z. B. schlagend aus der 
Zusammenstellung der in der Literatur vorhandenen Angaben iiber diese 
Abhangigkeit von der Dichte hervor. So berichtet Adlersberg, daB die 
Schwankungen der Oberflachenaktivitét antibath dem spezifischen Gewicht 
verlaufen sollen; Donnan findet, daB sich beide GréBen gleichsinnig 
andern; endlich berichtet Posner, daB keine direkte Beziehung zwischen 
Oberflachenaktivitat und Dichte besteht. Somit finden sich fiir die drei 
méglichen Ansichten Autoren, die sich ihre Meinungen meist auf Grund 
der Messungen von sechs bis acht normalen Harnen gebildet haben, von 
denen, wie z. B. in der Arbeit Donnans, mindestens zwei Harne bereits 
pathologisch erscheinen. Eine andere Gruppe von Autoren, namlich 
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H. Bechhold und seine Schiiler Ziegler, Schemensky, Zandrén u. a. 
glauben, diese Schwierigkeiten umgehen zu kénnen, indem sie nicht 
den urspriinglichen Harn zur Untersuchung verwenden, sondern diesen 
zunéchst auf eine Ejinheitsdichte, namlich auf D = 1,010 verdiinnen. 
Zunachst erscheint diese Zah] unpraktisch gewahlt, denn wie soll man mit 
Harnen von dem spezifischen Gewicht 1,009 und darunter verfahren, 
die z. B. bei der Beurteilung des Diabetes von Interesse sind ? Weiterhin ist 
aber zu priifen, ob diese MaBnahme iiberhaupt zulassig ist, und dabei sind 
wir zu durchaus anderen Ansichten gekommen als die genannten Autoren. 
Aus folgenden theoretischen Griinden ist die Verdiinnung der Harne auf 
D = 1,010 oder irgend eine andere Einheitsdichte unzulassig. Nach 
Kiesel, Lichtwitz u. a. sind die oberflachenaktiven Substanzen des Harns, 
die ,,Stalagmone“, wie Bechhold diese Substanzen genannt hat'), in 
kolloider Zerteilung; dies haben auch wir, wenigstens zum Teil, be- 
staétigen hénnen (IV. Mitteilung). Wenn dies aber so ist, ist mit der Ver- 
anderung des Dispersitaétsgrades bei dem Verdiinnen durchaus zu rechnen; 
wir wissen z. B. aus Wo. Ostwalds Untersuchungen des Kongorubins, 
daB dieser kolloide Farbstoff beim Verdiinnen seiner Lésungen unter Um- 
stinden seinen Dispersitéitsgrad im Sinne einer Teilchenverkleinerung 
(Dispersion) andert; andererseits ist bekannt, daB EiweiBbkérper beim 
Verdiinnen bis zur Koagulation vergrébert (kondensiert) werden kénnen. 

Andert sich aber der Dispersitatsgrad der Kérper, die die Oberflachen- 
spannungserniedrigung hervorrufen, so kann sich auch ihre Adsorbierbarkeit 
an der Grenzfliche beim Verdiinnen andern, und es ist somit nicht gewahr- 
leistet, daB zwei Harne, die bei gleichem spezifischen Gewicht gleiche 
Oberflaichenaktivitaét zeigen, auch nach dem Verdiinnen auf eine niedrigere 
Dichte noch gleiche Gh-Werte aufweisen. 


In der erwaéhnten Entgegnung auf unsere vorlaéufige Mitteilung 
vertritt nun Bechhold den eigenartigen Standpunkt, daB die Ver- 
diimnung des Harns in vitro aus dem Grunde zulassig sei, weil man durch 
groBe perorale Wassergabeh im Tierversuch und in vivo eine entsprechende 
Verdiinnung erzielen kénne. Der oft erhobene Vorwurf, der den Kolloid- 
biologen gemacht wird, daB sie den Kérper zu sehr mit dem Reagenzglas 
identifizieren, ist hier sehr am Platze. Zundachst ist woh] nicht anzunehmen, 
daB der Organismus den Harn mit destilliertem Wasser verdiinnt, wie dies 
Bechhold im Reagenzglas tut; aber auch die eher den Verhaltnissen in vivo 
entsprechende Verdiinnung mit physikalischer Kochsalzlésung ist nicht 
zulassig, wie die noch zu erwaihnenden Versuche von uns zeigten. In unserer 
Erwiderung auf Bechholds Entgegnung erwahnten wir ferner, daB der 
K6rper, z. B. bei reicher Wasserzufuhr imstande ist, einen Ascites zu ver- 
diinnen, ohne daB er triibe wird; daB dasselbe jedoch im Reagenzglas nicht 
gelingt. 

Diese theoretischen Erwagungen gegen die Verdiinnungsmethode 
Bechholds werden bestitigt durch die praktischen Ergebnisse unserer 
Untersuchungen. Uber diese geben die folgenden Tabellen Auskunft. 


1) Es sei hiermit der Meinung Ausdruck gegeben, da8 es nicht opportun 
erscheinen médchte, unbekannten Substanzen, die vielleicht aus jeder 
beliebigen Stoffklasse stammen kénnen, derartige Sammelnamen zu geben ; 
die Verfiihrung, mit diesen Namen den Begriff feststehender Substanzen 
zu verbinden, ist hier, wie auch z. B. bei dem Namen ,, Vitamine“ allzu groB. 
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Tabelle I. 


Harne gleicher Oberflichenspannung und Dichte vor dem Verdiinnen. 





Harm Unverdiinnter Harn Mit H,O verdiinnt Mit 0,9 proz. Na Cl verdiinnt 
Nr. Dichte | Gh | Dichte Gh Dichte Gh 
2151 1017 + 782 1,010 + 122 1,010 —32 
730 1,017 + 7,82 1,010 + 140 1,010 —22 
521 1,022 + 10,20 1,010 + 205 1,010 —24 
481 1,022 + 10,20 1,010 + 1,93 1,010 —20 
1103 1019 + 983 1,010 + 0,72 1,010 —4]1 
44 1,019 + 9,93 1,010 + 0,95 1,010 — 36 


Aus dieser Tabelle ersieht man, da8 Harne, die unverdiinnt gleiche 
Dichte und Oberflichenspannung haben, nach dem Verdiinnen auf 1,010 
verschiedene Gh-Werte zeigen. Umgekehrt erhalt man auch von ver- 
schiedenen oberflachenaktiven Harnen solche gleicher Oberflachenspannung 
durch die Verdiinnung. 

Tabelle II. 


Harne gleicher Dichte und verschiedener Oberflachenspannung 
vor dem Verdiinnen. 





Harn i Unverdiinnter Harn Mit Hi, 0 verdiinnt hoes O9 pres. | NaCl veodiant 
Nr. Dichte | Gh  Dichte 3h StisSCé«éMichttee Gh 
2464 1,020 | +942 1,010 + 2,47 1,010 + 0,74 
1872 | 1,020 + 9,70 1,010 + 2,46 1,010 + 0,74 
784 1013 | + 6,21 1,010 + 0,94 1,010 — 2,47 
1504 1013 | + 5,90 1,010 + 0,96 1010 | —2,46 


Es ist selbstverstaindlich auBerordentlich schwer, ‘solehe Harnpaare 
zu finden, und so miissen wir uns mit den angefiihrten fiinf Paaren, die bei 
der Durchsicht von 3200 untersuchten Harnen gefunden wurden, begniigen. 
Immerhin sind diese Zahlen so deutlich, daB die Verdiinnungsmethode 
Bechholds schon auf Grund dieser Unterschiede abgelehnt werden muB. 

Zur Klaérung der Frage nach dem Zusammenhang zwischen Ober- 
flachenspannung und spezifischem Gewicht wurde nun eine groBe Zahl 
von Harnen untersucht. Es wurde streng darauf geachtet, daB nur Harne 
verwendet wurden von Personen, die vom klinischen Standpunkt aus gesund 
waren. Um gleichmaSige Zahlen zu erhalten, wurden nur Nachtharne 
verwendet, d.h. solche, die zwischen 8 Uhr abends und 8 Uhr morgens 
sezerniert waren. In Abb. 3 sind die Werte fiir 316 normale Harne ein- 
getragen. Als Ordinate ist die Oberflachenaktivitaét in Gh, als Abszisse das 
spezifische Gewicht (in der iiblichen Weise durch die zweite und dritte 
Dezimalstelle angegeben) aufgetragen. Wenn man fiir die Gh-Werte jedes 
einzelnen spezifischen Gewichts den Durchschnitt ausrechnet und diese 
Punkte verbindet, so erhaélt man die in der Abb. 3 punktiert gezeichnete 
Linie. Wie ersichtlich, ist diese Linie fast eine gerade. Wie zu zeigen sein 
wird, begeht man keinen aus der Grenze der Versuchsgenauigkeit heraus- 
fallenden Fehler, wenn man diese punktierte Durchschnittslinie durch eine 
gerade ersetzt; diese ist in Abb. 3 stark ausgezogen. 
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Jede Gerade in einem Koordinatensystem ]48t sich nun durch eine 
Gleichung ersten Grades ausdriicken. Die empirische Gleichung, die wir 
aus unseren Messungen ableiten konnten, lautet nun Gh = (D — 1,004) . 690 
oder, wenn man als spezifisches Gewicht nur die zweite und dritte Dezimal- 
stelle angibt: Gh (d — 4). 0,69. 
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Abb. 3. 
Oberflachenaktivitat und spezifisches Gewicht des Harns 

Also die um 4 verminderte Dichte multipliziert mit 0,69 ergibt die 
normale Oberflachenaktivitaét des Harns in Gh. Im Gegensatz zu anderen 
Beziehungen zwischen Oberflichenspannung und sonstigen Konstanten 
des Harns, iiber die noch zu berichten sein wird, findet sich bei der zur Rede 
stehenden Abhangigkeit der Oberflichenaktivitat von der Dichte kein 
ausgesprochener Unterschied zwischen den Harnen ménnlicher und weib- 
licher Personen. Die mannlichen Werte liegen etwas héher, wie die Skizze 
links oben in Abb. 3 zeigt, doch ist die Abweichung durchaus innerhalb 
der Fehlerbreite. 

Weniger gut aus den in Abb. 3 wiedergegebenen Messungen als aus 
spiter erhaltenen Werten ergab sich, daB 97 Proz. der normalen Harne mit 
einem maximalen Fehler von + 3 dieser Formel folgen, naimlich 1182 von 
1224 Harnen. DaB bei den Werten der Abb. 3 mehr Harne aus der durch 
die diinn ausgezogenen Geraden angegebenen Fehlerbreite herausfallen, 
erklart sich daraus, daB wir damals (Januar 1925) noch nicht die Erfahrung 
in der Beurteilung, was ein in dieser Beziehung normaler Harn sei, hatten. 
Die gréBte Abweichung, die wir bei dem Ersatz der punktierten Durch- 
schnittskurve durch die (stark ausgezogene) Gerade, in Kauf nehmen 
muBten, betrug 0,4 Gh; man ersieht die Berechtigung dieser MaBnahme, 
wenn die Fehlerbreite 6 Gh betragt. 
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Da die Beziehung zwischen Oberflachenaktivitét und Dichte des 
normalen Harns derartig eindeutig ist, was nach der Diskrepanz der An- 
gaben in der Literatur keineswegs zu erwarten war, haben wir nicht nétig, 
die Bechholdsche Verdiinnung, auf deren Bedenklichkeit oben hingewiesen 
wurde, vorzunehmen; wir messen am unverdiinnten Harn die Oberflaichen- 
spannung und das spezifische Gewicht und rechnen nach der angegebenen 
Formel um. Am bequemsten ist dies zu bewerkstelligen, wenn man die in 
Tabelle III fiir jede Dichte angegebenen Subtrahenten von der gemessenen 
Oberflichenaktivitaét abzieht. Dann liegen die Werte Gh,,,, fiir normale 
Harne zwischen + 3 und — 3. _ Selbstverstandlich gilt diese Beziehung 
zunachst nur fiir die zwélfstiindigen Nachtharne; kleinere sezernierte Proben 
folgen aber auch dieser Beziehung, man muB hierbei dann aber die Fehler- 
breite von + 4 bis — 4 annehmen. 

In der erw&éhnten Entgegnung wirft H. Bechhold uns vor, daB 
die Methode durch unsere MaBnahmen so kompliziert wiirde, daB sie fiir 
die Arbeiten im klinischen Laboratorium, wo die Messungen durch das 
Pflegepersonal vorgenommen werden miiBten (iiber diese Ansicht kann 
man geteilter Meinung sein), unausfiihrbar sind. Wir sind im Gegenteil 
der Ansicht, daB die Verdiinnung auf die Bechholdsche Einheitsdichte 
1,010 wohl selten von ungeschultem Personal mit der nétigen Exaktheit 
ausgefiihrt worden sind, daB hingegen die Subtraktion nach unserer Methode 
viel leichter fehlerfrei auszufiihren ist. 


Tabelle Ill. 


Subtrahenten fiir verschiedene Dichte. 











Dichte Gh Dichte Gh Dichte Gh 
1,000 —28 1,010 41 1,020 11,0 
1,001 —21 1.011 48 1,021 11,7 
1,002 —1,4 1,012 5.5 1.022 12.4 
1,003 — 0,7 1,013 6,2 1.023 13,1 
1,004 + 0.0 1.014 6.9 1,024 13,8 
1.005 + 0,7 1.015 7.6 1,025 14.5 
1,006 1,4 1,016 8.3 1,026 15.2 
1,007 2,1 1,017 9.0 1,027 15.9 
1,008 28 1018 9.7 1,028 16.6 
1,009 3.5 1,019 10.4 1,029 17,3 


Es sei bereits an dieser Stelle betont daB die Abhdngigkeit der Ober- 
fldchenspannung vom spezifischen Gewicht die einzige eindeutige scharfe Be- 
ziehung zwischen der Oberflachenaktivitat und anderen Konstanten des normalen 
Harns ist, die wir bisher feststellen konnten. Die weiteren Beziehungen, tiber 
die hier berichtet werden soll, haben den Charakter einer Tendenz, aber 
keines mathematischen Zusammenhangs. 


Zusammenfassung. 


1. Die Tatsache, daB die Messung der Oberflichenaktivitat des 
Harns bisher nicht klinisch-diagnostisch verwertet wird, wird auf die 
mangelhaften Kenntnisse iiber die Verhaltnisse am normalen Harn 
zurickgefiihrt. 
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2. Entgegen den Ansichten von Adlersberg und Posner konnte 
die Donnansche Vermutung, da8 die Oberflachenaktivitat von dem 
spezifischen Gewicht des Harns abhingt, zahlenmaBig bestatigt werden ; 
fiir 97 Proz. der untersuchten Harne (1182 von 1224) gilt die Gleichung 
Gh = (D — 1,004) . 690, worin Gh die Oberflichenaktivitat in Prozenten, 
D das spezifische Gewicht ist. 

3. Die Harne vor der Messung auf eine Einheitsdichte (Bechhold) 
zu verdiinnen, ist abzulehnen, weil die hierbei schon theoretisch an- 
zunehmenden unkontrollierbaren Veranderungen der  oberflichen- 
aktiven Substanzen sich experimentell bestitigt haben. 
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Kolloidchemische Harnuntersuchungen. 


Il. Mitteilung: 


Uber die Beziehung yon Oberflichenspannung zur Menge, Farbe, Drehung 
und dem Carbamidgehalt des Harns. 


Von 


F.-V. v. Hahn. 


(Aus der kolloidbiologischen Station am Eppendorfer Krankenhaus in 
Hamburg, Direktorialabteilung. ) 


(EHingegangen am 1. August 1926.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Nachdem wir, wie in der I. Mitteilung berichtet wurde, die Be- 
ziehung der Oberflichenspannung zum spezifischen Gewicht festgestellt 
hatten, haben wir weitere Beziehungen zwischen der Oberflichen- 
aktivitét und anderen Konstanten des Harns untersucht. In allen 
Fallen konnten wir den EinfluB des spezifischen Gewichts (D) durch 
die Korrektur der Oberflachenaktivitaét (Gh) nach unserer Forme] 
Gh = (D — 1,004) . 690 ausschalten. 

Es soll in dieser Mitteilung zunachst tiber die Beziehung der Ober- 
flachenspannung zur Harnmenge, Harnfarbe, Drehung der Polarisations- 
ebene und endlich den Harnstoffgehalt berichtet werden. 


4. Oberflichenaktivitat und Harnmenge. 


Es wurde in der I. Mitteilung erwahnt, daB die Harne mannlicher und 
weiblicher Versuchspersonen in bezug auf die Beziehung zwischen Ober- 
flachenaktivitat und Dichte nach derselben Forme! zu behandeln sind, daB8 
also kein EinfluB des Geschlechts wahrnehmbar ist. Anders liegen die 
Dinge, wenn man die Oberflichenaktivitét und die Harnmenge in Be- 
ziehung setzt. Es sei schon hier betont, da8 man keine mathematische 
Abhangigkeit findet. Wenn man jedoch aus zahlreichen Messungen Durch- 
schnittswerte errechnet, so kommt man zu iiberraschenden Tatsachen. 
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In Abb. 4 sind die Werte fiir 108 mannliche und 309 weibliche Harne 
graphisch dargestellt. Als Ordinate ist die Harnmenge fiir 12 Stunden 
(8 Uhr abends bis 8 Uhr morgens) aufgetragen, als Abszisse die nach der 
angegebenen Formel korrigierte Oberflachenaktivitaét. Die strichpunk- 
tierten Linien, die die Abszisse bei — 3 und + 3 schneiden, grenzen das 
Gebiet der normalen Werte ab. 
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Abb. 4. Oberflachenaktivitat und Harnmenge. 


A priori sollte man annehmen, daB mit zunehmender Menge der 
Harn immer verdiinnter sein miiBte, die Oberflachenaktivitat immer 
geringer [+ nicht die Oberflichenspannung, wie in der vorlaufigen 
Mitteilung*), versehéntlich steht]. In Abb. 4 miiBte also die Kurve 
von links oben nach rechts unten verlaufen. Dies ist in schwachem 
MaBe tatsaichlich auch bei den Harnen der Frauen der Fall. Von 
einer Menge von 500ccm bei Gheo; — 5 fallt die Kurve auf 320 ccm, 
bei Ghoorr +4. Anders sind die Verhaltnisse aber bei den Harnen 
miinnlicher Versuchspersonen. Hier steigt die Menge von 400ccm im 
Durchschnitt bei Ghoory — 5 auf 800ccm bei Ghogor — 1,4 und fallt 
dann wieder auf 400ccm bei Ghgo, + 3. Das heiBt also, bei einer 
Oberflachenaktivitaét, die etwas unter dem mittleren Werte liegt, 
wird die gréBte Harnmenge sezerniert. Im iibrigen liegt die Kurve 
fiir mannliche Harne im Gebiet normaler Oberflachenspannung durch- 
schnittlich um 150 ccm iiber der der weiblichen Harne; dies 1JaBt 
sich aus den anatomischen GréBenverhaltnissen der Harnblase erklaren ; 
allerdings gibt Rauber-Kopsch als Verhiltniszahlen fiir die Kapazitat 
der Harnblase beim méannlichen und _ weiblichen Geschlecht 710: 
650 ccm an; der Quotient ist also kleiner als der unserer Vergleichs- 
zahlen (620: 470 ccm). 


1) Kolloidzeitschr. 88, 137, 1925. 
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5. Oberflichenaktivitat und Farbe des Harns. 


Bei der Bearbeitung des groBen Materials, das wir unseren Messungen 
zugrunde gelegt haben, fiel es auf, daB sich bei vielen Harnen die Ober- 
flachenaktivitét und die Farbe des normalen Harns gleichsinnig anderten. 
Bechhold und Reiner berichteten, daB bei ikterischen Harnen die Ober- 
flachenspannungserniedrigung und die Farbung parallel geht; es ist diese 
Tatsache auch nicht verwunderlich, da wir wissen, daB die Gallenfarbstoffe, 
die die Farbe des ikterischen Harns zum Teil bedingen, stark oberflichen- 
aktiv sind; hat man doch versucht, die Schwefelschwimmprobe, die letzten 
Endes eine halbquantitative Methode der Oberflachenspannungsmessung 
ist, zur Bestimmung der Gallenfarbstoffe heranzuziehen. 


Es war uns von Interesse, zu untersuchen, ob sich quantitative Be- 
ziehungen auch zwischen Farbe und Oberflichenaktivitét des normalen 
Harns feststellen lassen, denn bei diesen sind weniger die Gallenfarbstoffe 
als farbender Anteil aufzufassen als vielmehr das Urochrom und Uro- 
erythrin und andere, deren Oberflachenaktivitét unbekannt ist. 


Um etwaige Beziehungen zur Farbe des Harns quantitativ bestimmen 
zu kénnen, war es ndtig, eine Methode zu benutzen, mittels derer man die 
Farbe quantitativ und in absoluten Zahlen angeben kann. Hierzu eignen 
sich besonders die Apparate, die auf die Wilhelm Ostwaldsche Farbenlehre 
zuriickgreifen. Zu den folgenden Versuchen wurde der Farbmesser des 
Verfassers benutzt (Hersteller: Janke und Kunkel, Kéln), der sich von 
anderen Kolorimetern dadurch unterscheidet, daB er ohne Vergleichs- 
fliissigkeit arbeitet und eine zahlenmaéBige Angabe der Farbintensitat 
(und um diese handelt es sich hauptséchlich) erméglicht. Da der 
Farbton der Harne von braunrot bis hellgelb variiert, ist die Fest- 
stellung der Intensitét bei Kolorimetern mit Vergleichsfliissigkeit be- 
sonders erschwert. 


Das Prinzip des Farbmessers ist folgendes: Der in einer Kiivette in 
konstanter Schichtdicke von 10cm einpipettierte Harn wird beleuchtet 
durch eine ,,NormalweiB“‘-Flache, die 100 Proz. WeiB enthalt. Das gleiche 
Licht fallt auf eine ,,Grauleiter‘‘, d.h. eine in Leiterform angeordnete 
Serie von grauen Papierflichen, deren Graugehalt bekannt ist. ‘Man ver- 
gleicht nun durch ein Farbfilter hindurch die Farbbestandteile des Harns 
mit denen der Grauleiter, und zwar so, da8 man zunachst eine gelbrote 
Glasflache benutzt, deren Farbton mit dem des Harns etwa iibereinstimmt 
(PaBfilter); durch diese geht der WeiBgehalt und Vollfarbenanteil der 
Harnfarbe hindurch. Man erhalt also durch Bestimmung des gleichhellen 
Feldes der Grauleiter die Summe beider (W + V); schiebt man dann ein 
,, Sperrfilter“‘ ein, das die Gegenfarbe der Harnfarbe enthalt (blau), so geht 
nur der WeiBgehalt der Harnfarbe hindurch (W). Aus der Differenz beider 
Ablesungen auf der Grauleiter erhalt man den Vollfarbenanteil (V). Da 
nun WeiGgehalt + Vollfarbengehalt + Schwarzgehalt (S), die gesamte 
Farbe ausmachen, also zu 100 Proz. einzusetzen sind, erhalt man nach der 
Formel 100 — (W + V) = 4S aus der ersten Messung (mit dem PaBfilter) 
den Schwarzgehalt. Addiert man Schwarzgehalt und Vollfarbengehalt, so 
erhaélt man die Farbintensitat. 


Die Messung, die nach der Beschreibung der Methode umstaéndlich 
erscheinen mag, ist in praxi héchst einfach und ]4Bt sich in wenigen Minuten 
ausfiihren. Nahere Einzelheiten sind aus der Publikation des Verfassers 
zu ersehen. 
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Nach dieser Methode haben wir nun an 225 Harnen Farbmessungen 
ausgefiihrt. Die Abb. 5 zeigt die Ergebnisse des Vergleichs von Farb- 
intensitét und Oberflachenaktivitét graphisch dargestellt. Als Abszisse ist 
die Farbintensitat J aufgetragen, als Ordinate die nach der angefiihrten 
Forme! korrigierte Oberflachenaktivitat in Graham. Durch diese Korrektur 
ist der mégliche EinfluB des spezifischen Gewichts ausgeschaltet. Wieder 
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Abb. 5. 
Oberflachenaktivitat und Farbintensitat. 


ist das Gebiet normaler Oberflichenspannung (zwischen Ghoorr — 3 und 
+ 3) durch strichpunktierte Linien abgegrenzt. Wie man aus der Lage 
der einzelnen Punkte ersieht, kann von einer strengen Abhangigkeit nicht 
die Rede sein; bildet man die Durchschnittswerte und verbindet sie durch 
eine Linie, so erhalt man die in Abb. 5 ausgezogene Kurve. In der Tat 
steigt‘ diese mit zunehmender Cberflachenaktivitat stark an. Es ist hieraus 
zu folgern, daB mindestens ein Teil der oberflachenaktiven Kérper des 
Harns, auch bei nicht ikterischen Harnen, unter den farbgebenden Sub- 
stanzen zu suchen ist. 


6. Oberflichenaktivitat und optische Drehung des Harns. 


Bekanntlich ist die Drehung der Polarisationsebene in normalem, 
zuckerfreiem Harn sehr gering; sie kann sowohl nacn rechts als nach links 
vorliegen. Es war nun von Interesse, nachzusehen, ob ein so eindeutiger 
Zusammenhang zwischen der Oberflichenaktivitét und der Drehung 
vorliegt, daB man daraus schlieBen konnte, daB die oberflichenaktiven 
Substanzen im Harn, also die ,,Stalagmone*‘ Bechholds, zu den optisch 
aktiven Substanzen gehéren. An 118 Harnen haben wir im Polarisations- 
apparat die Drehung und in der gewohnten Weise die Oberflachenaktivitat 
bestimmt und letztere nach der angegebenen Formel zur Ausschaltung des 
Einflusses des spezifischen Gewichts umgerechnet. In Abb. 6 sind die 
erhaltenen Werte derartig eingetragen, daB als Ordinate die Drehung in 
hunderstel Graden, als Abszisse die korrigierte Oberflichenaktivitat in 
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Ghcorr eingetragen ist. Die strichpunktierte Linie bei Ghoo + 3 grenzt 
das Gebiet der normalen Oberflachenaktivitét nach oben ab. Aus dieser 
graphischen Darstellung sieht man, da8 auch hier mit einem streng gesetz- 
maéBigen Zusammenhang zwischen Drehung und Oberflaichenaktivitat nicht 
zu rechnen ist, in dem Sinne, wie etwa die letztere von dem spezifischen 
Gewicht abhaingt. Immerhin ist die Streuung um die Durchschnittslinie, 
die punktiert in die Abb. 6 eingezeichnet ist, geringer els etwa die gleicher 
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Abb. 6. 
Oberflachenaktivitat und Drehunyg. 


Werte in der Abb. 5, wo es sich um den Zusammenhang zwischen Ober- 
flachenaktivitat und Farbintensitét handelte. Da wir das Maximum der 
Kurve bei Gheorp — 0,5 mehr fiir ein zufalliges zu halten geneigt sind, 
trotz der groBen Zahl von Harnen, die zur Untersuchung kamen, haben 
wir die in Abb. 6 ausgezogene Naherungskurve bestimmt, die die Mittel- 
werte fiir je zwei aufeinander folgénde Punkte der eigentlichen Durch- 
schnittskurve verbirdet. Aus dem Verlauf dieser Kurve sieht man eindeutig, 
daB eine Zunahme der Drehung der Polarisationsebene nach links erfolgt 
mit steigender Oberflachenaktivitat. 


7. Oberflichenaktivitét und Carbami¢gehalt. 


Uber die Abhangigheit der Oberflachenaktivitat von Harnstoffgehalt 
(Carbamid) weichen die Ansichten der verschiedenen Autoren voneinander 
ab. Donnan nimmt an, daB, wie in pathologischen Harnen der Gallen- 
farbstoffgehalt fiir die Oberflachenaktivitaét maBgebend ist, so in normalen 
Harnen der Gehalt an Harnstoff. Posner ist entgegengesetzter Ansicht 
und erkennt dem Harnstoffgehalt keinen Einflu8B auf die Oberflichen- 
aktivitét zu. Ein gréBeres experimentelles Material wird von beiden 
Forschern nicht erbracht. Ein solches liegt fiir Wiederkaiuerharne vor; 
Kiesel zeigte, daB mit steigendem Harnstoffgehalt die Oberflichenaktivitat 
des Harns ebenfalls zunimmt; zur Entscheidung der Frage, ob es sich um 
ein zufalliges Parallelgehen oder um einen kausalen Zusammenhang handelt, 
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setzte Kiesel den Harnen nachtraglich Harnstoff zu. Hierbei beobachtete 
er die merkwiirdige Erscheinung, daB der Zusatz von Harnstoff zu Harnen 
der Wiederkauer eine starke Abnahme der Oberflichenspannung bewirkt, 
wahrend der gleiche Zusatz zu Wasser keine Anderung der Oberflichen- 
aktivitat hervorruft. 

Es war nun von Interesse, die Verhdltnisse bei dem menschlichen 
normalen Harn nachzupriifen, zumal zur Klérung der Diskrepanz in den 
Ergebnissen von Donnan und Posner, und zu untersuchen, ob das Kieselsche 
Paradoxon auch beim menschlichen Harn vorliegt. 

Die Bestimmung des Harnstoffgehalts erfolgte nach der auBerordentlich 
einfachen und zuverlassigen volumetrischen Methode O. Schumms. Diese 
beruht darauf, daB aus Harnstoff durch Bromlauge Stickstoff freigemacht 
wird, dieser oder ein von ihm verdringtes gleich groBes Volumen Luft wird 
auf 0,01 ccm genau an der einfachen Apparatur abgelesen; mittels einer 
Tabelle wird der Harnstoffgehalt aus dem Stickstoffvolumen ermittelt. An 
etwa 100 Harnen haben wir nach dieser eleganten Methode den Harnstoff- 
gehalt bestimmt. In Abb. 7 sind die Ergebnisse graphisch dargestellt, als 
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Abb. 7. Oberflachenaktivitat und Harnstoffgehalt 


Ordinate ist der Harnstoffgehalt in Prozenten, als Abszisse die Oberflachen- 
aktivitaét in korrigierten Graham aufgetragen. Man sieht, dab die Streuung 
der Werte sehr groB ist. Von einer mathematischen Abhangigkeit, der. 
gestalt, daB die Oberflachenaktivitaét scharf abhangig sei von der Harnstoff- 
menge, kann nicht die Rede sein. Auch der leichte Anstieg der ausgezogenen 
Kurve ist zu gering, als da er auf einen Zusammenhang hinweisen kénnte. 

Um aber die zur Rede stehende Frage weiter zu klaren, verfuhren wir 
ahnlich wie Kiesel, und setzten zu sezernierten Harnen nachtraglich Harn- 
stoff zu. Die Dosen wurden bis zu 10 Proz. gesteigert, obgleich derartige 
Mengen durchaus unphysiologisch sind. Aus Abb. 8 sind die Ergebnisse zu 
ersehen. Als Abszisse sind die Mengen zugesetzten Harnstoffs in -Prozenten 
aufgetragen ; als Ordinate die Oberflichenspannung, aber diesmal in Tropfen- 
zahlen, bezogen auf den Wasserwert unseres Stalagmometers 53. In der 
zweiten Spalte der Ordinste sind die dazugehérigen Graham-Werte auf- 
getragen, die nicht nach der angegebenen Formel korrigiert worden sind. 
Diese MaSnahme ist deshalb getroffen worden, wei] von vornherein nicht 
feststand, ob nicht doch héhergestellte Harne sich generell anders verhalten 
kénnten als solche geringeren spezifischen Gewichts. An der rechten Seite 
ist der natiirliche Harnstoffgehalt, also vor dem Zusatz angegeben. Die 
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Kurven sind lediglich der Deutlichkeit wegen teilweise gestrichelt ge- 
zeichnet. Man sieht nun, daB in Wasser (unterste grobgestrichelte Kurve) 
ein langsamer Anstieg (bei 5 Proz. Harnstoffzusatz um ¥ Tropfen, bei 
9 Proz. nochmals um % Tropten) zu beobachten ist. In physiologischer 
Kochsalzlésung (unterste feingestrichelte Kurve) ist der im Endeffekt 
gleiche Anstieg der Oberflachenaktivitét zu beobachten, jedoch tritt er 


noturlicher 
Harnstofigeh 
2,3 % 











58 








57} 





146% 

0 ot eine Phys.NaC! 
me Phiys.Nacl 

aie ghee aqua 












53 \_ wradesarara.—/ — 
g F 3 2s = sr lS. + Se 
zugesetzter Harns tof in Prozenten 


Abb. 8 
Anderung”der Oberflachenspannung des Harns durch Zusatz von Hamstoff. 


jeweils schon bei etwas geringerer Harnstoffmenge auf. Die Kurven, die 
die Verhaltnisse bei Zuséitzen von Harnstoff zu Harnen darstellen, lassen 
sich in drei Typen einteilen. Erstens gibt es Kurven, die parallel zur Abszisse 
verlaufen, d. h. der Harnstoffzusatz bis zu 10 Proz. bewirkt keine Anderung 
der Oberflichenaktivitit. Zweitens gibt es Kurven, die einen Anstieg 
zeigen; ist dieser so groB wie der der Kurve, die bei 55 Tropfen beginnt, 
wiirde sie beweisend sein fiir das Kieselsche Paradoxon. Drittens gibt es 
Kurven, die nach einem anfainglichen Maximum abfallen, wobei die Héhe 
des Maximums schon bei Zusatz von 1 Proz. Harnstoff erreicht wird. Einen 
Anhaltspunkt fiir dieses merkwiirdig verschiedene Verhalten der einzelnen 
Harne haben wir nicht gewinnen kénnen. Wie aus der Abb. 8 ersichtlich, 
ist. der natiirliche Harnstoffgehalt nicht verantwortlich zu machen; ebenso- 
wenig die urspriingliche Oberflachenaktivitét, denn sonst miiBten die auf 
Abb. 8 obenstehenden Kurven mehr dem einen, die untenstehenden den 
anderen Typen zuneigen. 
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Die in Abb. 8 dargestellten Untersuchungen sind die einer willkiirlich 
herausgegriffenen Versuchsserie; die verschiedenen Kurventypen erhilt 
man fast stets. 

Lediglich die bei 55 Tropfen beginnende, steil ansteigende Kurve 
haben wir nur einmal bei einem Harn mit 1,7 Proz. Harnstoffgehalt erhalten. 

Von uns angestellte Versuche, ob durch vegetarische Ernahrung der 
Versuchspersonen Harne hervorgerufen werden, die das Kieselsche Para 
doxon zeigen, sind bisher negativ ausgefallen. 


Zusammenfassung. 


1. Bei den Harnen weiblicher Versuchspersonen steigt die Ober- 
flachenaktivitaét mit sinkender Harnmenge; bei Harnen von Mannern 
findet sich ein Maximum des Volumens bei mittlerer Oberflichen- 
aktivitat. Die Abhangigkeit ist nicht absolut scharf. 

2. Die (nach Wilhelm Ostwald bestimmte) Farbintensitit des 
Harns steht in keinem direkten Verhialtnis zur Oberflachenaktivitat ; 
wohl ist aber ein Durchschnitt durch 225 Werte ein Anstieg der Farb- 
intensitat mit zunehmender Oberflachenaktivitét wahrzunehmen. 

3. Ein eindeutiger Zusammenhang zwischen der optischen Drehung 
der Harne und der Oberflichenaktivitat konnte nicht ermittelt werden ; 
wohl aber zeigen im Durchschnitt die oberflachenaktiven Harne eine 
stirkere Linksdrehung der Polarisationsebene. 

4. Die von Donnan angenommene Abhangigkeit der Oberflichen- 
aktivitat vom Harnstoffgehalt konnte nicht bestatigt werden. 

5. Das Kieselsche Paradoxon (Zusatz von Harnstoff steigert die 
Oberflachenspannung des Wiederkiuerharns, die des Wassers nicht) 
konnte nur in einem Falle an menschlichem Harn nachgewiesen werden ; 
im iibrigen verhalt sich die Oberflichenaktivitét auf Harnstoffzusatz 
von Fall zu Fall ganz verschieden. 
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III. Mitteilung: 


Ober die Oberflichenspannung des Harns und Blutkérperchensenkungs- 
geschwindigkeit. 


Von 


F.-Y. v. Hahn. 


(Aus der kolloidbiologischen Station am Eppendorfer Krankenhaus in 
Hamburg, Direktorialabteilung. ) 


(Eingegangen am 16. August 1926.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In den beiden ersten Mitteilungen wurden die Beziehungen der 
Oberflachenspannung des Harns zu anderen Konstanten des Harns 
untersucht. Neben der einem mathematischen Ausdruck folgenden 
Abhangigkeit der Oberflachenaktivitét von dem spezifischen Gewicht 
wurde eine lockere Beziehung zur Harnmenge, Harnfarbe, Drehung 
der Polarisationsebene durch den Harn und den Harnstoffgehalt fest - 
gestellt. In der vorliegenden Mitteilung soll iiber die Beziehung der 
Oberflachenaktivitét zur Senkungsgeschwindigkeit der Erythrocyten 
berichtet werden. 


Oberfldchenaktivitat des Harns und Blutkérperchensenkungsgeschwindigkeit. 

Wie schon erwahnt, ist die Natur der oberflaichenaktiven Sub- 
stanzen im Harn bis jetzt véllig unbekannt. Auf der Suche nach dem 
Vorkommen dieser Stoffe an anderen Stellen im Organismus glauben 
Bechhold und Reiner feststellen zu kénnen, daB die Stalagmone des 
Harns, wie die genannten Autoren die oberflachenaktiven Substanzen 
nennen, auch fiir die vermehrte Senkungsgeschwindigkeit der roten 
Blutkérperchen verantwortlich zu machen seien, die nach Fahraeus 
und Plaut bestimmt wird. Mit anderen Worten sollen die im Harn 
auftretenden oberflichenaktiven Substanzen auch in der Blutbahn in 
nennenswertem Mae auftreten und sich durch die angezeigte Er- 
scheinung erkenntlich machen. Auch Schemensky hat dieser Frage 
seine Aufmerksamkeit zugewandt und gefunden, daB die beschleunigte 
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Sedimentationsgeschwindigkeit der Blutelemente meist mit der steigen- 
den Oberflachenaktivitat des Harns parallel verlauft. Da in den 
37 Werken Schemenskys die tiberwiegende Mehrzahl von pathologischen 
Fallen stammt, und da fernerhin die Harne vor der Messung auf die 
Bechholdsche Einheitsdichte 1,010 verdiinnt waren, cine MaBnahme. 
gegen die, wie in der ersten Mitteilung ausgefiihrt wurde, Einwiinde 
zu erheben sind, haben wir an unserem Material die Frage nachgepriift 
und nach der Untersuchung von 113 normalen Harnen einen Zusammen- 


hang festzustellen gesucht. 
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Abb. 9. Oberflachenaktivitat und Senkungsgeschwindigkeit 


In Abb. 9 sind die erhaltenen Werte graphisch cingetragen. Als 
Ordinate sintl die Werte fiir die Blutkérperchensenkungsgeschwindigkeit 
in Zentimetern pro 45 Minuten eingetragen, als Abszisse die nach der 
erwihnten Formel zur Ausschaltung des Einflusses des spezifischen 
Gewichts umgerechnete Oberflachenaktivitét in korrigierten Graham. 
Zunichst fallt auf, daB auch fiir die einzelnen Werte der Oberflaichen- 
aktivitat die Fahraeuswerte ganz verschieden liegen; von einer genauen 
Abhangigkeit kann also keine Rede sein; bildet man aber den Durch- 
schnitt der Fahraeuswerte fiir je ein Graham Oberflichenaktivitit 
und verbindet die erhaltenen Punkte, so erhilt man auch dann keine 
Tendenzkurve, die einen Zusammenhang vermuten liebe. Die Linic 
verliuft fast parallel zur Abszisse. Wenn die von Bechhold und Sche- 
mensky fiir vorwiegend pathologische Harne angegebene Beziehung 
auch bei normalen Harnen gelten sollte, so miiBte die Kurve in Abb. 9 
von links unten nach rechts oben verlaufen; da dies in keiner Weise der 
Fall ist, ist man vorliufig nicht berechtigt, von einem Zusammenhang 
der beiden Konstanten bei normalen Harnen in dem Sinne su sprechen, 
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daB etwa die Stoffe, die die Oberflachenaktivitat des Harns hervor- 
rufen, die gleichen seien, wie die, welche die Vermehrung der Blut- 
kérperchensenkungsgeschwindigkeit bedingen. 


Zusammenfassung. 

Der von Bechhold, Reiner und Schemensky beobachtete Zusammen- 
hang zwischen Blutkérperchensenkungsgeschwindigkeit und Fahraeus 
und der Oberflichenaktivitat des Harns konnte an normalen Harnen 
nicht bestatigt werden. 


Literatur. 
Siehe IT. Mitteilung (diese Zeitschr. 178, 254, 1926) 














Kolloidchemische Harnuntersuchungen. 


IV. Mitteilung: 
Die Beziehung des Kolloidgehalts 
des normalen Harns zu seiner Oberflichenspannung und Viskositit. 


Von 
F.-V. v. Hahn. 


(Aus der kolloidbiologischen Station am Eppendorfer Krankenhaus in 
Hamburg, Direktorialabteilung). 


(Eingegangen am 16. August 1926.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


In den vorangehenden Mitteilungen ist gezeigt worden, daB die 
Oberflachenspannung bzw. die ihr reziproke GréBe, die Oberflichen- 
aktivitét auch im normalen Harn starken Schwankungen unterworfen 
ist. Driickt man die Oberflichenaktivitat in Prozenten aus (die Zahlen, 
die so erhalten werden, seien Graham (Gh) genannt, so erhilt man 
Werte von 0 bis 20 Gh. Beriicksichtigt man in der angegebenen Weisq 
das spezifische Gewicht (D) durch Umrechnung ‘nach, der Formel 
Gh = (D — 1,004) . 690, so erhalt man fiir Nachtharn Werte zwischen 
— 3 und + 3. Alle dariiber und darunter liegenden Werte sind mehr 
oder minder pathologisch. Eine Ausnahme bilden nur die Werte, die 
an Harnen Gravider gemessen werden ; diese zeigen abnorm hohe Werte ; 
hierauf wird in einer spiteren Mitteilung einzugehen sein. 

Es wurde weiterhin darauf hingewiesen, daB die chemische Natur der 
oberflichenaktiven Kérper im Harn unbekannt ist. Nach Bechhold sollen 
die Stalagmone, wie er diese Substanzen benennt, die gleichen sein, die die 
Blutkérperchensenkungsgeschwindigkeit beschleunigen ; nach Donnan ist 
der Harnstoffgehalt maBgebend; diese Beziehungen haben wir nicht be- 
staétigt gefunden. Mit der Farbintensitaét und der Drehung der Polarisations- 
ebene liegt nach unseren Messungen eine gewisse Parallelitét vor; es ist 
aber die Frage offen, ob die oberflachenaktiven Substanzen im Harn deshalb 
zum Teil unter den optisch aktiven oder farbgebenden Harnbestardteilen zu 
suchen sind; immerhin ist es médglich, daB die Intensitétszunmahme der 
Farbe und der Drehung nur eine zufallige Begleiterscheinung der vermehrten 
Oberflachenaktivitat ist. 
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Hauptsachlich von Lichtwitz ist dann die Ansicht vertreten worden, 
daB ,,die Kolloide die Oberflichenspannung des Harns erniedrigen und die 
Viskositét erhéhen“. Diese an sich nicht unwahrscheinliche Ansicht méchte 
der Nachpriifung bediirftig sein im Hinblick auf die Methode, rach der 
Lichtwitz den kolloiden Anteil des Harns bestimmt. JLichtwitz glaubt 
namlich, die Kolloide aus dem Harn auBer durch Ultrafiltration auch 
durch Adsorption entfernen zu kénnen. Dies ist unrichtig, da man, 
wie schon die Praktikumsversuche Wo. Ostwalds zeigen, auch Bleisalze, 
Essigsiure usw. adsorbieren kann. 


Aus diesem Grunde haben wir nach kolloidchemisch einwandfreien 
Methoden den Kolloidgehalt von Harnen ermittelt und ihre Beziehung 
zu der Oberflichenaktivitat festgestellt. 

Fiir die Uberlassung des Materials zu dieser Untersuchung bin ich 
Herrn Professor Brauer vom Eppendorfer Krankenhaus, sowie Herrn 
Polizeioberst Danner von der Hamburger Schutzpolizei zu Danke 
verpflichtet. 

Die Untersuchungen wurden zum Teil von Frau Jiirgens-Aeckerle 
ausgefiihrt, der auch an dieser Stelle unser Dank gebiihrt. 


a) Oberfldchenaktivitat und Viskositét des Harns. 


Der erste, der eine Beziehung der Oberflachenspannung zur Viskositat 
im Sinne antibathen Verlaufs vermutet hat, war unseres Wissens H. Schade, 
der annahm, da8B im allgemeinen die Substanzen, die die Oberflachen- 
spannung herabsetzen, die Viskositaét steigern. 

Es war nun zunaéchst — ohne den Zusatz Lichtwitz’ zu beriicksichtigen, 
daB es Kolloide seien, die diese Wirkung verursachen — von Interesse, zu 
untersuchen, wie weitgehend die Antibasie Schades bei dem Harn zutrifft. 

Die Oberflichenspannung wurde in derselben Weise bestimmt, wie in 
der I. Mitteilung angegeben ist; aus den Tropfenzahlen, die mit einer ein- 
fachen Tropfréhre mit 53 Tropfen Wasserwert erhalten wurden, wurde die 


J 
Oberflachenaktivitét nach der Formel Gh = (1. 5s) . 100 berechnet, 


worin Gh die Oberflichenaktivitaét in Prozenten, Jw die Tropfenzahl des 
Wassers, Jz die des betreffenden Harns bedeutet. Der EinfluB des 
spezifischen Gewichts wurde durch Umrechnung nach der oben erwaéhnten 
Formel ausgeschaltet. 

Die Viskositét wurde in einem Ostwaldschen Viskosimeter gemessen- 
Dasselbe hatte einen Wasserwert von 5 Minuten 35 Sekunden. Die Messungen 
wurden bei + 18°C durchgefiihrt. Beide Messungen lassen sich auch in 
ein und demselben Apparat ausfiihren, némlich in dem Viskosistalagmo- 
meter des Verfassers; die Messungen hiermit sind erheblich einfacher, als 
die mit getrennten Apparaten. Der Apparat ist in der I. Mitteilung aut 
S. 247 wiedergegeben und erklért. Es wurde in jedem Falle die erhaltene 
Viskositét durch den Wasserwert des Viskosimeters dividiert und die Zu- 
nahme in Promille berechnet. 

Auf die gleichzeitige Bestimmung von Oberfléchenaktivitét und 
Viskositat etwa im J. Traubeschen Viskosostagonometer wurde wegen der 
groBen Unsicherheit der Methode verzichtet. 
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An 175 Harnen wurde auf diese Weise Oberflichenaktivitét und 
Viskositaét bestimmt. In Abb. 10 sind diese Werte graphisch dargestellt. 
Als Ordinate ist die Viskositétszunahme 7 in Promillen aufgetragen, als 
Abszisse die Oberflachenaktivitét in korrigierten Graham; die strich- 
punktierten Linien rahmen das Gebiet normaler Oberflachenaktivitat ein. 
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Abb. 10. Oberflachenaktivitat und Viskositat 


Man sieht, daB8 in diesen die Punkte die Flache bis zu etwa 60 Prom. gleich- 
ma&Big bedecken. Die punktierte Linie verbindet die Durchschnittswerte 
der Viskositat fiir jedes Graham. Die ausgezogene Linie stellt die Naherungs- 
kurve dar, d. h. eine Linie, die durch die Mittelwerte aus zwei aufeinander 
folgenden Werten der punktierten Durchschnittslinie geht. 

Aus der Abb. 10 ist ersichtlich, daB am oberen Ende des normalen Ge- 
biets eventuell mit einer geringen Steigerung der Viskositét mit zumehmender 
Oberflachenaktivitaét zu rechnen ist, die auBerhalb des Gebiets der normalen 
Oberflachenaktivitaét in verstaérktem MaBe zur Beobachtung kommt. 

Von einem mathematischen Zusammenhang kann bei der sehr groben 
Streuung der Werte keine Rede sein. 


b) Kolloidgehalt und Oberflachenaktivitat. 


Nach der Klaérung dieser Teilfrage war es von Interesse, zu unter- 
suchen, ob sich die oberflachenaktiven Substanzen tatsachlich in kolloidem 
Zerteilungsgrad befinden, wie Lichtwitz annimmt. Hierbei war erforderlich, 
den Kolloidgehalt einwandfrei zu ermitteln, oder wenigstens die Kolloide — 
aber auch nur diese — quantitativ aus dem Harn zu entfernen. Es wurde 
der letztere Weg beschritten, da die quantitative Bestimmung des Kolloid- 
gehalts an den relativ kleinen Volumen, die als 12stiindiger Nachtharn, mit 
welchem alle hier beschriebenen Untersuchungen vorgenommen wurden, 
bis jetzt auszufiihren unmédglich ist. 

Als einzig einwandfreies Mittel zur Entfernung der Kolloide aus dem 
Harn kommt die Ultrafiltration in Frage. Es wurden Kollodiummembranen 
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benutzt, die nach der Vorschrift von Wo. Ostwald hergestellt waren, und 
zwar durch zweimaligen Gu8 mit Sproz. Kollodiumlésung auf nasses 
Filtrierpapier. Die Filter wurden mit Nachtblau, Kongorot und Himo- 
globin geeicht und nur soleche Membranen verwendet, die fiir alle drei 
kolloide Systeme absolut undurchlassig waren. (Beurteilung einer min- 
destens 10cm dicken Fliissigkeitsschicht.) 

Weiterhin wurde zur Nachpriifung der Lichtwitzschen Angaben die 
Adsorption herangezogen. In Erlenmeyerkolben von 50 ccm Inhalt wurden 
je 20cem unverdiinnter Harn mit je 2g Tierkohle (carbo animalis Merck) 
5 Minuten stark geschiittelt ; hierauf wurde durch ein Filter 602 (Schleicher 
und Schill) abfiltriert 
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Der Einflu8 der Adsorption und Ultrafiltration auf Oberflichenspannung und Viskositit 
des normalen menschlichen Harns. 


In der Abb. 1] sind die Ergebnisse einer Serienuntersuchung an 58 Harnen 
wiedergegeben, von denen 41 normale Oberflichenaktivitaét zeigten. Als 
Abszisse wurden die Harne, nach aufsteigendem Gheor geordnet, auf- 
getragen, d. h., nach steigender, unter Beriicksichtigung des spezifischen 
Gewichts umgerechneter Oberflachenaktivitét. Als erste Ordinate findet 
sich links oben in Abb. 2 die Ordinate fiir das spezifische Gewicht, das die 
oberste Kurve anzeigt. Als zweite Ordinate ist die Oberflichenaktivitat 
von Glhor + 13 bis Ghoopy — 14 angegeben. Als dritte Ordinate findet 
sich links unten die Viskositaétserhéhung in Promille. 

Zuniachst seien die Verhaltnisse bei der Oberflachenaktivitat betrachtet. 
Die obere stark ausgezogene Kurve gibt die Oberflachenaktivitaét des un- 
verinderten Harns an, die darunter befindliche die des ultrafiltrierten 
Harns, die unterste die des Harns nach dem Ausschiitteln mit Tierkohle. 
Wenn, wie Lichtwitz annimmt, hierdurch nur die Kolloide entfernt werden, 
so miiBten die beiden unteren Kurven aufeinanderfallen. Dies ist nun 
keineswegs der Fall. Es zeigt sich vielmehr, da8 in einzelnen Harnen ganz 
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verschiedene Anteile der oberflichenaktiven Substanzen kolloiddispers 
(oder an Kolloide adsorbiert ?) sind. So finden sich z. B. in den Harnen 2, 
5, 6, 7, 10, 12, 15, 17, 18, 20, 26, 42, 44 trotz teilweiser starker Oberflachen- 
aktivitét keine Kolloide unter den oberflichenaktiven Substanzen. In 
anderen, vor allem Harn 8 und 24, sind nahezu alle oberflachenaktiven 
Substanzen kolloid oder an Kolloide gebunden. 

Durch die Adsorption werden alle oberflichenaktiven Substanzen 
entfernt; da die Kurve cer korrigierten Oberflachenaktivitét, nach der die 
Reihenfolge der Harne geordnet worden war, implizite das spezifische 
Gewicht enthalt, gibt die Kurve der Oberflichenaktivitét nach der Ad- 
sorption das genaue Spiegelbild der Kurve fiir die Dichte; ohne Beriick- 
sichtigung der Dichte findet sich in jedem Falle nach der Adsorption die 
Oberflichenaktivitét 0, d. h. der Wasserwert des Stalagmometers. 

Besonders lehrreich ist die Veraénderung der Viskositét durch die 
Ultrafiltration des Harns. Sie nimmt fast durchgehends hierbei ab. Es ist 
jedoch kein Zusammenhang zwischen der Abnahme der Oberflaichen- 
aktivitét und der der Viskositét durch die Ultrafiltration nachzuweisen. 
So wird bei Harn 20 z. B. die Viskositét durch die Ultrafiltration stark 
herabgesetzt, waihrend die Oberflichenaktivitét die gleiche bleibt. Um- 
gekehrt nimmt in Harn 11 die Viskositét nicht merklich ab, waihrend die 
Oberflachenaktivitaét stark zuriickgeht. Ferner zeigen die Harne 24 und 25, 
die einen hohen Gehalt an oberflichenaktiven Kolloiden haben, vor und 
nach der Ultrafiltration eine vom Wasser kaum verschiedene Viskositat. 
Die Diskrepanz ist besonders groB bei den Harnen 50 bis 55, die patho- 
logische Graham-Werte zeigen; doch soll auf die Besprechung dieser 
Werte im Rahmen der vorliegenden Arbeit, die sich mit normalen Harnen 
beschaftigt, nicht eingegangen werden. 


Zusammenfassung. 

1. Die von Schade ausgesprochene Ansicht, daB die Substanzen, 
die die Oberflachenspannung herabsetzen, auch die Viskositat erhéhen, 
trifft fiir die Bestandteile des Harns nicht zu. 

2. Es laBt sich nicht erweisen, daB die Kolloide die Oberflaichen- 
spannung des Harns herabsetzen und die Viskositaét erhéhen, wie dies 
Lichtwitz postulierte. 

3. Es ist im Harn genau so wenig wie in anderen Systemen méglich, 
auf Grund von Adsorptionsmethoden den Kolloidgehalt zu ermitteln 
bzw. allein die Kolloide aus dem Harn zu entfernen; die Ergebnisse 
stehen in dieser Beziehung in scharfem Gegensatz zu den Angaben 


von Lichtwitz. 











Experimentelle Untersuchungen iiber den Einflu& 
von anorganischen und organischen Alkalisalzen auf die Lage 
des Harnquotienten C:N. 


Von 
Teodora Taslakowa. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitaét Berlin.) 


(Eingegangen am 22. August 1926.) 


In Untersuchungen aus dem hiesigen Laboratorium hatte Wata- 
nabe (1) gefunden, da bei der peroralen Zufuhr von Natrium bicarbo- 
nicum, Kalkwasser, Neuenahrer Sprudel und wiisserigen Lésungen des 
Neuenahrer Sprudelsalzes bei Kaninchen der Harnquotient C : N sank. 
Die Versuche waren folgendermafen angestellt worden. Die Kaninchen 
wurden wahrend der ganzen Versuchsdauer mit Futterriiben gefiittert. 
Sie bekamen soviel wie sie fressen wollten. Die 24stiindigen Harn- 
mengen wurden quantitativ gesammelt, und darin wurde der Stickstoff 
nach Kjeldahl und der Kohlenstoff nach der in der Arbeit von Gomez (2) 
genauer beschriebenen Methode bestimmt und der Harnquotient C : N 
berechnet. In einer etwa einwéchigen Vorperiode bekamen die Tiere 
lediglich dieses Futter; in der folgenden, ungefahr gleich lange 
dauernden Hauptperiode bekamen sie tiglich mit der Schlundsonde 
die wiasserige Lésung des betreffenden Salzes eingegossen und erhielten 
auBerdem ihre Futterriiben; in der Nachperiode von ebenfalls ungefahr 
gleich langer Dauer wurde lediglich das Futterriibenfutter gegeben. 
Es wurde dann die durchschnittliche Lage des Quotienten in jeder 
Periode berechnet, und diese Periodendurchschnittsquotienten wurden 
untereinander verglichen. 

In prinzipiell der gleichen Weise waren die Versuche angeordnet, 
iiber die ich im folgenden berichte. Die Kaninchen wurden ebenfalls 
mit Futterriiben ernihrt. In der Hauptperiode erhielten die Tiere 
das pflanzensaure Alkali in 60 ccm Wasser gelést durch die Schlund- 
sonde eingegossen. 

Die Veranlassung zu diesen Versuchen war die Beobachtung von 
Hérnig und Wada (3) am Menschen, daB nach der Gabe von Uricedin, 
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dem bekannten Gichtmittel, das aus 37 Proz. Natriumcitrat, 55 Proz. 
Natriumsulfat und ferner aus Natriumtartrat, Natriumacetat, Natrium- 
chlorid und Extraktivstoffen aus frischen Citronen besteht, der Harn- 
quotient C: N bei im tbrigen véllig gleichmaBiger Ernihrung wenig, 
aber doch deutlich sich steigerte, wahrend eine voriibergehende Gabe von 
Natrium bicarbonicum an Stelle des Uricedins diese durch die Uricedin- 
gabe hervorgerufene Steigerung inhibierte. Diese Beobachtung legte 
den Gedanken nahe, dab die organischen pflanzensauren Alkalien eine 
andere Wirkung auf den Quotienten hitten als die anorganischen 
Alkaliverbindungen, bei deren Gabe Watanabe die Quotientsenkung 
beobachtet hatte. 


Da nun in allen diesen Versuchen die jeweils zu priifenden Sub- 
stanzen in wisseriger Lésung, nimlich in Leitungswasser, dem Kérper 
zugefiihrt wurden, habe ich zunichst einmal untersucht, ob die Zufuhr 
von Leitungswasser als solches einen EinfluB auf den Harnquotienten 
C:N bei im iibrigen gleicher Ernahrung hiitte. Auch diese Versuche 
wurden in prinzipiell derselben Weise an Kaninchen angestellt, wie die 
iibrigen Versuche. 

Ich fiihre folgende Beispiele an, aus denen sich ergibt, daB durch 
die tagliche perorale Zufuhr von 40 bis 60 ccm Leitungswasser bei 
2 bis 3 kg schweren Kaninchen als Zugabe zu dem regelmabigen Riiben- 
futter die durchschnittliche Lage des Harnquotienten C: N iiberhaupt 
nicht oder nicht wesentlich beeinfluBt wird, daB aber die Gabe von 
destilliertem Wasser in einem derartigen Umfange den Harnquotienten 
zu steigern scheint. Diese Wirkung des destillierten Wassers verdient 
in weiteren Versuchen verfolgt zu werden, 





Kérpergewicht | Harnmenge HarnsC Harn-N C:N Bemer: 
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“s g g com g ra kungen 


Kaninchen 1. 


1. 2800 630 | 1,852) B | 1,323) $ | 1,400) 2 . 
2. 2800 | 750 1,685 | © | 1,050} =| 1,605] | . 3 
3. 2800 675 «1,929 | | 1,134) & 1,701) H) 8& 
4. 2780 +, 710 2049)© (1193) i718 |= | es 
5. 2790 670 1699) £1031) 5 1648)5 ) = 

6.—10, — _ — — — 

11, 2560 270 =| 0,789) 0,605)" —:1,304 . 
12. 2620 5 1,548] = (0840]3 1,843) 8 3 
13, 2600 450 = 1,448] — 0,756) S 1915]— | & 
14. 2630 610 1,855) P0854) 2172) we) S 
15. 2670 540 1,325) o0g327— 1593) | & 
16. || 2700 550 1,110] £ 0693] 2 1,602] £ | 
17. | 2700 300 1136} 0672} 1690)” | ¥ 
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Versuchstag Kérpergewicht Harnmenge Harn-C Harn«N C:N nna 
4 iia g g ungen 
Kaninchen 2. 
1. 2040 310 2,164) 2 2,039) 5 | 1,061) = . 
2. 1920 380 1,347] 1,064]= 1,266 | &% | ol 
3. 2000 440 1,343} © 0,862) L 1,558) ) 3 
4. 1900 550 1422/= 0770/© 1847/5 | *: 
5. 1950 275 0,898) = 0,500) & 1,796) & 3 
6.—14. — —_ -- _- — 
15. 1920 480 1,231) = 0,806) 2 | 1,527) : 
16, 1850 380 = 0,907 |S 0,745 | S 1,217] 2 | 2 
17. 1790 | 330 1,384 & 0,970; F 1427; P 1) os 
18, 1780 | 51 0,235 | © ons? |E 1,497 | F | g 
19, 1850 190 0,896) 5 0,665) 5 1,347) & 4 
Kaninchen 3. 
1. 1800 355 | 2,080) ey | 1,789) — | 1,163) « 
2, 1900 365 1,146] S 0,705 | S 1,626) | ¢ 
3. 1930 ; 630 1,175 e 0,794 1% 14801 (3 
4. 1950 385 1113/5 0646/2 1,723(5 ( ~ 
5. 1960 630 1,801] © 1,146] 9/1572] 2 | 3 
6. 2000 605 | 2416).— 1286) & 1879) = 
7.—16. — — — — -- 
16. || 1790 400 1,169 0,840 1,392 
17, || 1840 920. 3,347} eg | 1,159] ey 2,888). /] | 
18. 1810 690 1,525] S 0,986] & 1579/8 | & 
19, 1810 * 440 0,948 | F, | 0,616 © 1539(% | ¢ 
20. 1820 620 1711/5 0868/5 1990/5 | - 
21. 1780 600 1,492] 2 0,560] © 2,664] © : 
22. 1780 530 1,347 | = 0,965] © 1396] = 
23. 1730 680 1,921 0,762 2,521 


Ich wende mich nun meinen Versuchen mit Verfiitterung von 
Lésungen pflanzensaurer Alkalien zu. Ich untersuchte das Natrium 
tartaricum und Natrium citricum. Mit dem letzteren stellte ich auch 
einen Versuch am Hunde an. Die Wirkung des Natrium tartaricum 
war nicht gleichmaBig. Bei meinen Versuchen schwankte die Dosierung 
zwischen etwa 0,4 und 0,6g Natrium tartaricum pro 1 kg Kérper- 
gewicht. Ohne Riicksicht auf die Dosierung war in einzelnen Versuchen 
eine leichte Erhéhung des Quotienten zustande gekommen, in anderen 
Versuchen war der Quotient unbeeinfluBt geblieben. Eine Senkung in 
der Weise, wie sie von Watanabe bei der Gabe der anorganischen 
Alkalien gefunden worden war, zeigte sich niemals. 
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Bei der Gabe des Natrium citricum war schon bei der Gabe von 
0,.4g pro Kilogramm Kérpergewicht beim Kaninchen eine Quotient- 
steigerung zu bemerken, und beim Hunde war bei einer durchschnitt- 
lichen Dosierung von etwa 0,6g pro Kilogramm Kérpergewicht eben- 
falls die Quotienterhéhung aufgetreten. 

Somit ergibt sich aus meinen Versuchen, daB die pflanzensauren 
Alkalien bei ihrer peroralen Verabreichung im Gegensatz zu den an- 
organischen Alkaliverbindungen entweder den Harnquotienten C: N 
steigern oder unbeeinfluBt lassen. Daraus aber folgt, daB die Wirkung 
der ersteren auf die Oxydationen im intermediiren Stoffwechsel eine 
andere sein muB als diejenige der letzteren. 

Die Erklaérung fiir diese Erscheinung findet sich in folgenden 
Beobachtungen von Neuberg und seinen Schiilern. [Newberg und 
Saneyoshi (4), Ohta (5)). 

In beiden Abhandlungen ist gezeigt, daB als Alkalisalze ver- 
abreichte Weinsiure bzw. Apfelsiure entgegen der alten Annahme 
Liebigs im Organismus nicht véllig verbrennen, sondern zum Teil 
unverindert ausgeschieden werden. Da nun die entsprechenden 
organischen Anionen (Weinsaure bzw. Apfelsiure) sehr viel starkere 
Sauren sind als Kohlendioxyd, so ist natiirlich ein sehr verschiedenes 
Verhalten der anorganischen und an Pflanzensiiuren gebundenen 
Alkalien verstandlich. Hinzu kommt, da8 unter Umstinden infolge 
der komplizierten Umsetzungen mit Phosphaten Weinsiure- und 
Apfelsiiure-Salze als saure Salze im Harn vorliegen und damit be- 
sondere Verhiltnisse bedingen kénnen. 


Es folgtn die Versuchsprotokolle. 





Kérpere Harn- C N 
Datum gewicht menge : : C:N Bemerkungen 
g com g g 


Kaninchen 4. 


26. VI. 1900 275 | 1,495 1,155 1,263 
25. VI. 1900 270 =0,902 - 0,756 - 1,193 " 
26. VI. 1980 340 (095075 1,047 ;= 0,907 |= 
27. VI. 1860 225 0899/7 0819]° 1,098]7 
28. VI. 1870 300 «61.014 0,966 1,050 
29. VI. 1930 202 0,606 0,622 0.974 1g Natr. tartar. in 60 com 
Leitungswasser per os 
30. VI. 1750 220 =1,110 1,170 0,949 Dasselbe 
1. VII. 1680 260 0,798] @ 1,056] ey 0,756] | : 
2.VIT. 1720 270 104672 0,794 76 1,330 7 > a 
3.VII. 1700 280 0,966]> 0666]~ 1.451 ~ 
. VII, || WT 220 0,660 0,470 1,404 











ao 


.VIT. 1700 210 0,893 0,559 1417 2g Natr. tartar. ebenso 








ee 


—— 
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Kérpers Harn- Cc N 
Datum  gewicht | menge ’ : C:N Bemerkungen 
8 com zg g 


Kaninchen 5. 
9. VII.) 2740 290 | 1,230 1,177 1,045 
10. VII. 2830 470 25 0,921 |. 964 | 
11. VII. 2800 270 1,697 0,756 }S | 2,245 = 
12. VII. | 2730 | 540 500 1,134 | > Le | 
13. VII. 2850 320 (0,733 0,582 1,259 
14.VII. 2850 440 | 1,488 1,135 
15. VII. 2700 340 ol 0,952 


1,283 


1311 1g Natr. tartar. in 60 ccm 
eitungswasser per os 





























1,173 S 2g Natr. tartar. ebenso 
16.VII. 2930 330 1310/2 0,634 | S 2,066 | = Dasselbe 
17. VII. | 2780 380 | 1,542 0,490 3,148 1g Natr. tartar. ebenso 
18. VII. 2780 250 | 0,672 0,630 1,067 
19. VII. 2800 330 1507/2 0924/8 1,631 | 
20. VII. | 2850 330 1413 / = 0,924 1,529 {| = 
21. VII. | 2730 | 280 | 1,088 0,823 1,322 | 
Kaninchen 6. 
24. VI. 1830 330 | 1,332 1,247 1,068 
25. VI. 1850 250 0,927 0,665 |. | 1,394 
26. VI. 1800 120 0,694 = 0,638 }S | 1,088 }S 
27. VI. 1720 140 |0,962]° | 1,098]> |0,876|7 
28. VI. 1630 60 0,884 1,041 0,849 
29. VI. 1550/ 60 0,792 1,033 0,767 1g Natr. tartar. in 60 com 
eitungswasser per os 
30. VI. 1550 140 | 0,825 1,097 0,752 Dasselbe 
1. VIL. 1530 | 380 | 1,135] 1,596 [2 0,771} c 
2.VII. 1540 | 270 | 0,825 7% 0567/5 1,455 ¢& ‘ 
3.VII. 1620 350 |0,782 > 0490]> 1,596] ~ ia 
4.VII. 1630 | 230 | 0,850 0,708 1,201 ‘ 
5. VII. 1640 | 220 | 1,012 0,924 1,095 2g Natr. tartar, ebenso 
Kaninchen 7 
9. VII. || 2560 | 150 | 0,722 0,693 1,042 
10.VII. | 2660 470 1,346 0,724] . 1,859 
LL.VIT. 2550 250 1,768'S 0,620) 8 2842} 5 
12, VII. | 2450 350 1,136] 0,784/° 1449]7 
13. VII. | 2530 320 | 0,785 0,627 1,093 
14. VII. 2510 380 1,192 0,798 1,494 1g Natr. tartar. in 60 com 
eitungswasser per os 
15. VII. | 2600 350 1317 l= adil = 2,007 |. 2g Natr. tartar. ebenso 
16. VII. 2520 340 | 1,247 |= 0,666( = 1,872 |<  Dassclbe 
17. VII. || 2550 370 1,080 0,673 1,605 1g Natr. tartar. ebenso 
18. VII. 2550 210 | 0,982 0,519 1,894 
19. VII. 2370 150 |0,828|s 0,714|2 1,160 
20.VIT. 2440 190 0,751(= 0612/2 a 
21.VII. 2360 340 | 0,973 0,952) 0,022 
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Datum 


30. 
31. 


or 


12. 
13. 


14, 
15. 
16. 


> © be 


Vi. 
VI. 
VI. 
VI. 
VI. 
VI. 
VI. 
VI. 
VI. 
VI. 
VI. 
VI. |] 
VI. 
i * 
VI. 
VI. 
. wae 


IV. 


Kérper- 
gewicht 


. 


2 560 
2 620 
2 600 
2 630 
2 670 
2 700 
2 700 
2 620 
2710 
2 630 
2710 
2 650 


2 630 
2 660 
2710 
2 606 
2 520 
2 680 
2 600 


13 250 
13 300 
13,300 
13 200 
13 360 
13 300 


13 280 
13 250 
13 300 
13 360 
13 320 
13 320 
13 300 
13 500 
13 400 


13 400 
13 400 
13 400 


Harn: 
menge 


com 


270 
100 
450 
610 
540 
550 
300 


450 
590 
610 
550 


540 


460 
620 
820 
170 
530 


650 


450 
750 
770 
650 
820 
650 
400 
720 
700 
800 
700 
650 
710 


0,789 
1,548 
1,448 
1,855 
1,325 
1,110 
1,136 


1,135 
1,135 
0,925 
2.246 
1,373 


1,180 
1,023 
1,192 
1,268 
1,708 
0,695 
| 1.438 





9.069 
8.771 
9.049 
7,393 
9311 
9,379 


8,750 
8,764 
9,400 
7,931 
8,993 
7,392 
10,049 
9,397 





8,527 


—) 
8,180 
9.sisi 


Kaninchen 8. 


1,315 


1,363 


1214 


8,829 


8, 


9 


8,92 


0,605 
0,840 
0,756 
0,854° < 
0,832 
0,693 
0,672 
0,693 
0,567 
0,578 
0,769 
0,924 


0,7 


0,454 
0,560 
0,580 
0,728 
0,918 
0,571 
1,187 


0,714 





Hund 9. 
14,560 
14,490 
14,630 
12,096 
15,435 
15,631 


14,474 


14,651 
13,776 
14,287 
12,768 
14,414 
11,3€8 
15,680 
14,210 
13,286 


13,827 





263 


12,730 
16,044 


14,015 
| 


14 


1,304 
1,843 
1,915 
2,172 
1,593 
1,602 
1,690 


1,75 


1,638 
2,002 
1,600 
2,921 
1,486 


1,93 


2.599 
1,827 
2,055 
1.742 '& 
1,866 
1,217 
1211 





0,623 
0,605 
0,619 
0,611 
0,603 
0,600 


0.61 


0,597 
0,636 
0,658 
0,621 
0.624 
0,650 
0,641 
0,661 
0,642 


0,64 





0,620 
0,643 > ©. 
0,612 ro 


Bemerkungen 


iq. citric. in 60 com 
eitungswasser per os 
Dasselbe 


” 


” 


500 g frisches Pterdefleisch 


5g Natr. citric. per os 
58 -« e © 
0g . ° 2» e 
ms ° ° « 
5g - se 
mee ° 2 @ 
0g . ‘ — 
0g . 2 e 


10g . - 
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Ergebnisse. 

1. Leitungswasserzulage zur  Riibennahrung in _bestimmter 
Dosierung andert bei den Kaninchen den Harnquotienten C: N nicht 
wesentlich. 

2. Zulage von destilliertem Wasser in entsprechender Dosierung 
scheint den Harnquotienten zu erhéhen. 

3. Die perorale Gabe von Lésungen von Natrium tartaricum oder 
Natrium citricum bei Riibennahrung 148t den Harnquotienten C: N 
unbeeinfluBt oder erhéht ihn. 


Literatur. 
1) Watanabe, diese Zeitschr. 170, 1926. — 2) Gomez, ebendaselbst 167, 
1926. —- 3) Hénig und Wada, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 51, 1926. 
— 4) Neuberg und Saneyoshi, diese Zeitschr. 36, 32, 1911. — 5) Ohta, 


dies> Zeitschr. 44, 481, 1912. 








Kolloidchemische Harnuntersuchungen. 


V. Mitteilung: 
Werden die oberflichenaktiven Substanzen durch den Harn in einem regel- 
maBigen Tagesturnus ausgeschieden? 


Ve ym 
F.-V. v. Hahn. 


(Aus der kolloidbiologischen Station am Eppendorfer Krankenhaus 
in Hamburg, Direktorialabteilung.) 


( Eingegangen am 26. August 1926.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In den vorangegangenen Mitteilungen dieser Untersuchungsreihe 
ist gezeigt worder, daB die Menge der oberflichensktiven Substanzen 
im Harn in direkter Beziehung zum spezifischen Gewicht des Harns 
steht, so daB man mittels einer angegebenen Formel den EinfluB8 der 
Dichte eliminieren kann, ohne die Harne vor der Messung verdiinnen 
zu miissen, was nach unseren Untersuchungen einen Fehler verursachen 
kann. Uber die chemische Natur der oberflichenaktiven Anteile des 
Harns, die von Bechhold den Namen Stalagmone erhalten haben, wissen 
wir bisher nichts Genaues und sind auf Vermutungen angewiesen ; ein 
gewisser Zusammenhang mit der Farbe der Harne sowie der optischen 
Drehung konnte festgestellt werden, jedoch sind diese Beziehungen 
so lose, daB man nicht aus ihnen schlieBen kann, daB die Stalagmone 
unter den farbgebenden oder optisch aktiven Harnbestandteilen zu 
suchen sind. 


1. Der Eliminationsturnus der Stalagmone bei verschiedenen Personen, 


Es ist nun besonders interessant nachzusehen, ob die ,,Stalagmone* 
im Verlauf eines Tages in bestimmtem Rhythmus ausgeschieden werden. 
Uber diese Frage liegt eine Untersuchung von Sven Zandrén vor, dic 
den groBen Nachteil hat, daB die Werte an einer einzigen Person, 
namlich an Selbstversuchen vom Verfasser gewonnen worden sind. Es 
ist selbstverstindlich bedenklich, aus Messungen an einer Versuchs- 
person gréBere Schliisse zu ziehen. Aus diesem Grunde unternahmen 
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wir es, an einem groBen Versuchsmaterial, das uns liebenswiirdigerweise 
Herr Professor Mulzer zur Verfiigung stellte, die Ausscheidung der 
oberflachenaktiven Substanzen im Harn im Verlauf eines Tages zu 
untersuchen. 

In einer vorléiufigen Mitteilung wurde zunachst gezeigt, daB ,,die*) 
Tageskurve der Stalagmone“, wie Zandrén seine Veréffentlichung iiber- 
schreibt, nur jeweils an einer Person gefunden werden kann. Jeder Patient 
hat bei diesen Messungen eine verschiedene Eliminationskurve gezeigt. 
Die Abb. 12 gibt die zunachst erhaltenen Messungsergebnisse wieder. In der 


a 
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Abb. 12. 
Tagesschwankungen der Oberflichenaktivitét des Harns bei stofflich und zeitlich gleich 
ernahrten Patienten. 


ersten Serie haben wir mit acht Versuchspersonen gearbeitet, in der zweiten 
mit sieben. Diese vom klinischen Standpunkt gesunden Personen haben 
wahrend des Messungstages im Bett gelegen, so da der starke EinfluS, den 
kérperliche Betaétigung auf die Oberflichenaktivitat des Harns ausiibt, 
ausgeschaltet wurde. Die Personen wurden jeweils stofflich und zeitlich 
gleich ernahrt; sie erhielten: 7 Uhr ein Friihstiick (Milch und WeiSbrot 
mit Butter), um 12 Uhr ein Mittagsessen (gekochtes Fleisch mit Kartoffel- 


1) Schragdruck von mir (v. H.). 
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brei, etwas gekochtes Obst), um 4 Uhr Milch mit Zwieback, um 7 Uhr 
WeiB8brot mit Wurst und Kase, Tee. Die Kurven jedes Patienten verbinden 
sechs Punkte. Diese entsprechen den Messungen an sechs Harnportionen, 
und zwar wurde der Harn aufgefangen vormittags von 7 bis 10, 10 bis 1, 
rachmittags von 1 bis 4, 4 bis 7, abends von 7 bis 10 und nachts von 
10 bis 7. Somit entspricht die Abszisse der Tageszeit ; als Ordinate fiir die 
diinn ausgezogenen Kurven, die die nicht zur Elimination des Einflusses 
der Dichte umgerechnete Oberflichenaktivitaét in Graham angeben, sind 
die diinnen Zahlen eingetragen; die gleichen Zahlen sind die Ordinate des 
spezifischen Gewichts, dessen Kurven punktiert sind. Die stark ausgezogenen 
Kurven zeigen die nach der Formel Gheor = Gh — [(D— 1,004) . 690] 
umgerechneten Oberflaichenaktivitéten; bei diesen Zahlen spielt also das 
spezifische Gewicht keine Rolle mehr; Die Ordinate dieser Werte geben die 
stark gezeichneten Zahlen an; das normale Gebiet (zwischen Gh + 3 und 
Gh — 3) ist, wie in allen bisherigen Zeichnungen, durch gestrichelte Linien 
abgegrenzt. 

Einige dieser Kurven zeigen eine gewisse Ahnlichkeit, so die erste und 
dritte Kurve der ersten Serie mit der ersten, vierten, sechsten und siebenten 
Kurve der zweiten Serie. Die anderen Kurven verlaufen ganzlich verschieden. 


Auf Grund dieser Versuche schrieben wir in der erwaéhnten vorléufigen 
Mitteilung, ,,daB fast jeder Patient eine verschiedene Eliminationskurve 
der Stalagmone besitze“. H. Bechhold machte uns in seiner Entgegnung 
auf unsere vorléufige Mitteilung darauf aufmerksam, daB ja der Versuch 
Zandréns auch nicht ,,durch Vergleich verschiedener Personen, sondern in 
Selbstversuchen an ein und derselben Person gefunden wurde“. Daraufhin 
untersuchten wir den Ausscheidungsrhythmus an gleichen Personen tiber 
mehrere Tage hin. 


2. Der Eliminationsturnus der Stalagmone bei gleichen Personen. 


An sechs Mannern und neun Frauen wurde iiber mehrere Tage hin 
der Ausscheidungsrhythmus der Stalagmone untersucht. In der Abb. 13 
sind die erhaltenen Werte eingetragen. In a&hnlicher Weise wie bei den 
beschriebenen Messungen an verschiedenen Personen haben wir wiederum 
die Tagesmenge des Harns in sechs Portionen aufgefangen. Dieses Mal 
waren die Sekretionszeiten der einzelnen Mengen folgende: 1. Probe: 
8 bis 10 Uhr vormittags; 2. Probe: 1] bis 2 Uhr mittags; 3. Probe: 2 bis 
5 Uhr nachmittags; 4. Probe: 5 bis 8 Uhr nachmittags; 5. Probe: 8 bis 
11 Uhr abends; 6. Probe: 11 bis 8 Uhr nachts. Diese Zeiten sind als 
Ordinate der einzelnen Kurven in Abb. 13 eingetragen. Als Abszisse sind 
die zur Beseitigung des Einflusses des spezifischen Gewichts umgerechneten 
Grahamwerte als Ghcorr eingezeichnet; die gestrichelte Linie entspricht 
Ghcorr + 0. Da es nur auf den: Typus der Kurven ankommt, wurde 
auf die Angabe von Zahlen in der Abb. 13 verzichtet. 


In den meisten Fallen sind die 5 bis 6 Versuchstage aufeinanderfolgende 
Tage gewesen. Nur in den Fallen Sc, Lo, En, Pa, Ro und Sr lag zwischen 
dem zweiten und dritten Messungstag und dem vierten und fiinften Tage 
ein freier Tag, an dem der Harn aus éuBeren Griinden nicht gemessen wurde. 


Die Verpflegung der Patienten war in den einzelnen Fallen stets gleich- 
zeitig, und zwar wurde das Friihstiick 7 Uhr, das Mittagessen 12 Uhr, 
die Nachmittagsmilch 4 Uhr und das Abendbrot 7 Uhr eingenommen. 


19 * 
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Qualitativ waren die Mahlzeiten verschieden, jedoch entsprachen sie in 
ihrer Art der Kost, die bei den Versuchen, die unter 1. beschrieben worden 
sind, verabfolgt wurde (s. S. 278). 
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Abb. 13. Eliminationsturnus der ,Stalagmone™. 
Betrachtet man nun die Kurven fiir die verschiedenen Versuchspersonen, 


die klinisch als gesund zu bezeichnen waren, so sieht man folgendes: Bei 
keinem Patienten war der Ausscheidungsrhythmus an den 5 bis 6 Versuchs- 
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tagen der gleiche. Wohl kommt es vor, daB an einigen Tagen die oberflachen - 
aktiven Harnbestandteile in &hnlicher Weise ausgeschieden werden, so 
z. B. am dritten, vierten und fiinften Tage der Versuchsperson Pi., am 
dritten und vierten Tage von Ro., am dritten, vierten und fiinften Tage 
von En., am ersten und zweiten Tage von St., und am dritten und vierten 
Tage von St. Bei den genannten Versuchspersonen liegen neben den einiger- 
maBen iibereinstimmenden Tageskurven aber solche, die einen vollstandig 
anderen Charakter haben. So gehen z. B. den drei &hnlichen Kurven von 
En. zwei Kurven voraus, die gainzlich abweichen ; wahrend bei den a&hnlichen 
Kurven 3, 4 und 5 ein Minimum zwischen 1] Uhr und 5 Uhr mittags zu 
beobachten ist, haben die Kurven | und 2 an dieser Stelle gerade ihr Maxi- 
mum usw. Bei anderen Versuchspersonen, wie Me., Wi., Pa., Ro., Sr., 
ahneln sich die einzelnen Tageskurven iiberhaupt nicht. 

Hieraus ergibt sich, daB von einem bestimmten Ausscheidungs- 
rhythmus der Stalagmone nicht gesprochen werden kann. Vielmebr 
wechselt dieser von Person zu Person und bei gleichen Personen von 
Tag zu Tag. Wihrend die interessanten Versuche Zandréns iiber die 
Méglichkeit, bestimmte Nahrungsbestandteile fiir die Maxima der 
Ausscheidung von Stalagmonen verantwortlich zu machen, durch 
diese Versuche unberiihrt bleiben, hat sich seine Ansicht, die auch 
H. Bechhold stiitzt, daB bei jedem Menschen der Ausscheidungsrhythmus 
nach einem gewissen Typus verlauft, als unrichtig erwiesen. Die Dis- 
krepanz zwischen unseren Ergebnissen und denen Zandréns erklirt sich 
daraus, daB Zandrén und Bechhold die Versuche, die an einer Person 
gemacht worden sind, verallgemeinert haben, wiahrend sich unsere 
Ergebnisse auf die Messungen an einer groBen Reihe von Versuchs- 
personen stiitzen. 


Literatur. 
H. Bechhold, Kolloid-Zeitschr. 39, 275, 1926. —- F. V. v. Hahn, eben- 
daselbst 39, 329, 1926; diese Zeitschr. 178, 1926. —- Sven Zandrén, 


diese Zeitschr. 114, 211, 1923. 
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Kolloidchemische Harnuntersuchungen. 


VI. Mitteilung: 


Die Beziehung der Viskositit des normalen Harns zum spezifischen Gewicht, 
zur Harnmenge und zur Drehung der Polarisationsebene. 


Von 
F.-\V. vy. Hahn. 


(Aus der kolloidbiologischen Station am Eppendorfer Krankenhaus in 
Hamburg, Direktorialabteilung. ) 


(Eingegangen am 26. August 1926.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Da die verainderte Viskositat des Harns als pathologisches Kenn- 
zeichen angesehen worden ist und die Méglichkeit besteht, die relativ 
einfache Viskositaétsmessung zur Diagnose heranzuziehen, erscheint 
ein Studium der Viskositaét des Harns nicht nutzlos. 


Uber den Zusammenhang von Viskositét und Oberflachenspannung 
und von Viskositét und Kolloidgehalt ist schon in der vierten Mitteilung 
berichtet worden; hier sollen unsere Untersuchungen iiber den Zusammen- 
hang zwischen Viskositét und spezifischem Gewicht des Harns, Harnmenge 
und die Drehung der Polarisationsebene durch den Harn kurz berichtet 
werden. 


1. Viskositit und spezifisches Gewicht. 


Wie in der ersten Mitteilung dieser Publikationsreihe berichtet wurde, 
besteht eine innige Beziehung zwischen der Oberflichenaktivitét des 
normalen Harns und seinem spezifischen Gewicht. Diese Beziehung ist 
so scharf, daB sie durch eine mathematische Formel ausgedriickt werden 
kann. Es wurde nunmehr untersucht, ob sich eine ebenso eindeutige Be- 
ziehung zwischen Viskositaét und spezifischem Gewicht findet, wie sie fiir 
Oberflichenaktivitét und Dichte besteht. 

Die Abb. 14 zeigt die Ergebnisse fiir 162 normale Harne. Als Ordinate 
ist die Viskositaétserhéhung in Promille aufgetragen, als Abszisse das 
spezifische Gewicht, in der iiblichen Weise durch die zweite und dritte 
Dezimalstelle angegeben. Man sieht, daB die Punkte ziemlich gleichmaBig 
das Feld bis zur Dichte 1,019 und der Viskositétserhéhung von 5,5 Proz. 
erfiillen. Bildet man fiir jede Dichte den Durchschnitt der Viskositatswerte 
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und verbindet diese Punkte durch eine Linie, so erh&lt man die in der Abb. 14 
ausgezogene Linie. Man sieht, daB diese, wenn auch unregelmAaBig, ansteigt, 
Auch fiir diese Linie ]48t sich eine mathematische Formel aufstellen : 
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Abb. 14. 

Viskositat und spezifisches Gewicht. 


Ve = (D — 1,001) . 2200, worin Ve die Viskositétszunahme in Promille, 
D das spezifische Gewicht darstellt ; bezeichnet man letzteres nur durch die 
zweite und dritte Dezimale, so nimmt die Formel folgence Form an: 
Ve = (D— 1). 2,2. 

Die Fehlergrenze ist etwa mit + 25 Prom. anzusetzen; d. h., die Werte 
fiir die normale Viskositaét liegen zwischen + 25 und — 25. In dieser 
Fehlerbreite liegen etwa 80 Proz. der Werte. Da die Unsicherheit gegeniiber 
der Genauigkeit von 97 Proz., mit der die Oberflichenspannung der auf- 
gesteliten Formel folgt, ziemlich erheblich ist, hat die Formel bisher keine 
wesentliche Bedeutung; dies ist nicht von Nachteil, da die Anderung der 
Viskositat fiir klinisch-diagnostische Zwecke bisher nur wenig herangezogen 
worden ist. 


2. Viskositit und Harnmenge. 


Wie sich eine Beziehung zwischen Oberflachenspannung und Harnmenge 
gefunden hat (s. II. Mitteilung), so war auch eine solche zwischen Viskositat 
und Harnmenge zu erwarten. In der Tat zeigen die Werte, die in Abb. 15 
wiedergegeben sind, einen deutlichen Gang. Als Ordinate ist die 12stiindige 
Harnmenge (von abends 8 Uhr bis morgens 8 Uhr sezerniert) aufgetragen, 
als Abszisse die Viskositétserhéhung gegeniiber Wasser in Promille. Die 
Durchschnitte fiir alle Werte, die im Interval] von je 5 Prom. Viskositats- 
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erhéhung liegen, sind durch eine ausgezogene Linie verbunden, die einen 
deutlichen Abfall zeigt. 

Dieser Befund entspricht ganz der Ansicht, die man sich a priori von 
der Abhangigkeit bilden mu8. Je gréBer die Harnmenge, desto verdiinnter 
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Abb. 15. Viskositét und Harnmenge. 


ist er in den meisten Fallen, desto geringer muB also die innere Reibung 
sein. Die héchsten Viskositaétswerte von 10 Proz. wurden nur bei Sekretions- 
volumen unter 300 cem in 12 Stunden gefunden ; dagegen finden sich Harne, 

deren Viskositaét der des Wassers gleich 


tar‘ F ist bei jeder Menge zwischen 100 und 
R 1200 ccm pro 12 Stunden. 
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a ‘ ipo hang steht. Wie bei der analogen Unter- 
8 suchung der Oberflichenspannung (siehe 
~ “2 P II. Mitteilung), so wiirde auch hier ein 
positives Ergebnis, also das Vorliegen 
einer scharfen Abhangigkeit, den Weg 
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Abb. 16. Viskositaét und Drehung. bestandteilen die die Viskositaétserhéhung 
verursachenden zu suchen sind. 

Die Abb. 16 zeigt die graphische Darstellung der gemessenen Zahlen. 

Als Ordinate ist die Drehung der Polarisationsebene in hundertstel Graden 

aufgetragen, als Abszisse die Viskositaétszunahme in Promille. Die einzelnen 
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Punkte liegen stark gestreut ; die ausgezogene Linie, die die Durchschnitts- 
werte der Drehung fiir je 5 Prom. Viskositétsénderung verbindet, zeigt 
jedoch eine deutliche Abwartsneigung; d. h., im Mittel nimmt die Links- 
drehung der Polarisationsebene mit steigender Viskositét gleichmaBig zu 
Auch bei diesem angedeuteten Parallelgehen ist nicht ohne weiteres zu 
unterscheiden, ob man es mit einem kausalen Zusammenhang oder einem 
mehr zufalligen symbathen Verlauf der Viskositaétserhéhung und optischen 
Drehung zu tun hat. 


Zusammenfassung. 

1. Zwischen der Erhéhung der Viskositat gegeniiber dem Wasser- 
wert und dem spezifischen Gewicht des Harns besteht ein Zusammen- 
hang, der sich durch die Formel Ve = (D — 1,001) . 2200 wiedergeben 
laBt, worin Ve die Viskositatserh6hung in Promille, D das spezifische 
Gewicht ist. Die Fehlerbreite betrigt + 25 Prom. Die Bedingung dieser 
Gleichung wird von etwa 80 Proz. der Harne erfiillt. 

2. Entsprechend der 12stiindigen Harnmenge ist die Viskositat 
verschieden. Im allgemeinen gilt die Beziehung, daB die Viskositat 
um so gréBer ist, je kleiner das Harnvolumen. 

3. Héher viskése Harne zeigen eine starkere Drehung der Polari- 


sationsebene nach links. 
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Uber den Einflu6 der Fiitterung mit Chlornatrium,' 
Bromnatrium und Jodnatrium auf den Harnquotienten CN 
bei Kaninchen. 


Von 
Makoto Watanabe und Teodora Taslakowa. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 4. September 1926.) 


Die Veranlassung zu unserer vorliegenden Arbeit gab folgende 
Uberlegung. Uber allgemeine Stoffwechselwirkungen des Jods war 
bisher nur sehr wenig bekannt. Es existiert eigentlich nur eine Arbeit 
aus neuerer Zeit von Fr. Hildebrandt (1), in der der EinfluB des Jods 
bei Ratten auf den Stoffwechsel untersucht wird und aus der hervor- 
geht, daB kleinste Jodkalimengen den Gaswechsel herabsetzen, wahrend 
gréBere, aber schon toxisch wirkende Dosen den Gaswechsel (Luft- 
O,-Verbrauch) steigern. Im Gegensatz hierzu zeigte Thyroxin schon 
bei der Gabe in allerkleinsten Mengen die bekannte gaswechselsteigernde 
Wirkung der Schilddriisenpraparate. Die klinischen Erscheinungen, 
die bei langerem Gebrauch von Jod, abgesehen von den Reizerscheinun- 
gen an den Schleimhiuten und dhnlichen Symptomen, auftreten 
und denen Stoffwechselverinderungen zugrunde liegen miissen, und 
die sich vor allem in Abmagerung offenbaren, hatten durch diese 
Untersuchungen von Hildebrandt insofern eine gewisse Erklarung 
gefunden, als durch die beobachtete Grundumsatzsteigerung bei 
groBen Jodkaliumgaben die Abmagerung des Kérpers verstindlich 
wiirde. 

So lag der Gedanke nahe, daB die durch die Jodgabe erzeugte 
Stoffwechselinderung auch den Harnquotienten C/N nicht unbeein- 
fluBt lassen wiirde. 
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Uber Gaswechselbeeinflussungen durch die Zufuhr von Chlor- 
natrium ist wenig bekannt. Waldbott (2) hat beim Menschen nach der 
einmaligen peroralen Gabe von sehr groben Kochsalzmengen (23 und 
25g ohne gleichzeitige Zufuhr einer gréBeren Wassermenge ) Steigerungen 
des ©,-Verbrauchs gesehen; eine Anderung des _respiratorischen 
Quotienten trat nicht ein. Das waren allerdings enorme Salzdosen, die 
zu diesen Versuchen verwandt wurden. Immerhin gaben uns diese 
Beobachtungen doch die Veranlassung, auch einmal das Verhalten des 
Harnquotienten C/N unter dem EinfluB der Kochsalzfiitterung zu 
untersuchen. 


Wir wollten dann durch Einbeziehung von Brom- und Fluornatrium 
in den Kreis dieser Experimente die Arbeit tiber alle Halogene aus- 
dehnen. Das scheiterte aber an der Giftigkeit des Fluornatriums, das 
in den erforderlichen Dosen von den Tieren nicht vertragen wurde. 
So schlieBen wir also mit der Untersuchung des Bromnatriums, von 
dem allgemeine Stoffwechselwirkungen bisher iiberhaupt nicht bekannt 
waren. 


Wir verabfolgten den Tieren immer solche Mengen von Chlor-, 
Brom- oder Jodnatrium, daB sie auf 11, bis 2 kg Kérpergewicht immer 
gleiche Mengen Natrium bekamen. Es wechselte also die Menge an 
Halogenen, die sie erhielten. Wenn bei den gleichen Gaben von Natrium 
bei den verschiedenen Verbindungen verschiedene Stoffwechsel- 
wirkungen auftraten, so konnten diese Wirkungen eben nur auf die 
Gabe der Halogene und nicht auf diejenige des Natriums bezogen 
werden. Wir haben auch aus dem Grunde die Versuchsanordnung in 
der genannten Weise gewahlt, weil einer von uns [Watanabe (3)] den 
den Harnquotienten C/N senkenden EinfluB von NaOH und NaHCO, 
gefunden hatte. Die jeqzige Arbeit sollte zugleich eine Kontrolle dieser 
friiheren Arbeit sein, indem sie rachwies, daB die Natriumgabe kbinen 
Einflu8 auf den Harnquotienten hat, daB vielmehr die O H- oder HC O,- 
Zufuhr in den genannten Versuchen der friiheren Arbeit von Watanabe 
das ausschlaggebende Moment spielte, wie die J-, Br- oder Cl-Zufuhr 
bei unseren vorliegenden Experimenten. 


Alle Versuche wurden an Kaninchen derart angestellt, da in 
den verschiedenen Versuchsperioden bei gleicher Fiitterung der Tiere 
mit Futterriiben durch Bestimmung des C- und N-Gehalts in den 
24stiindigen Harnmengen die Tagesquotienten und die Perioden- 
durchschnittsquotienten berechnet wurden. Der Stickstoff wurde nach 
Kjeldahl, der Kohlenstoff nach der in der Arbeit von Gomez (4) genau 
beschriebenen Methode bestimmt. Alle Analysen wurden mindestens 
doppelt ausgefiihrt, und nur die Resultate tadellos tibereinstimmender 
Analysen verwertet. In der Vorperiode bekamen die Tiere lediglich 
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das Riibenfutter, in der folgenden Hauptperiode erhielten sie als Zulage 
zu dem Futter die zu untersuchende Substanz, in etwa 60 ccm Leitungs- 
wasser gelést, mit der Schlundsonde in den Magen gegossen. Gewoéhnlich 
folgte dann noch eine Nachperiode, in der wieder lediglich das Riiben- 
futter gegeben wurde. 


Die Na Cl-Versuche. 


Versuch 1. Der Durchschnittsquotient betrug in der zehntagigen 
Vorperiode 1,771, in der zehntéigigen Hauptperiode, in der das Tier an den 
ersten 5 Tagen taglich 0,6 g NaCl und an den zweiten 5 Tagen 1,0g NaCl 
in 60ccem destillierten Wassers per os erhalten hatte, 1,814 und in den 
10 Tagen der Nachperiode 1,708. Das Kérpergewicht blieb wahrend des 
ganzen Versuchs fast konstant, etwa 1900g. In der Hauptperiode waren 
die absoluten Durchschnittswerte fiir die C- und N-Ausscheidung fast 
identisch mit denen in der Vorperiode; in der Nachperiode waren beide ein 
klein wenig erhéht. Das Kochsalz hatte also in Gaben von etwa 0,3 bis 0,5 g 
pro Kilogramm Kérpergewicht den Quotienten C/N nicht verandert. 

Versuch 2. Bei diesem Kaninchen blieb das Kérpergewicht durch den 
ganzen Versuch fast unverindert. In der sechstigigen Vorperiode traten 
merkwiirdigerweise am zweiten und dritten Tage sehr hohe Quotienten 
von 2,9 auf. Auch am vierten Tage war der Quotient mit 2,2 noch etwas hoch. 
An den anderen 3 Tagen betrug er bei kleinen Schwankungen zwischen 
1,74 und 1,89 durchschnittlich 1,81. In der neuntagigen Hauptperiode, 
in der an den ersten 7 Tagen taglich 1,0 und an den letzten 3 Tagen taglich 
1,5g NaCl in 60 ccm Wasser gegeben wurden, sank der Quotient auf 1,558 
im Durchschnitt und blieb in der darauffolgenden fiinftaégigen Nachperiode 
auf diesem Werte, namlich bei 1,542 im Durchschnitt, stehen. Man wird wohl 
nicht fehl gehen, wenn man annimmt, da8 in der Vorperiode aus un bekannten 
Griinden der Stoffwechsel des Tieres nicht gleichmaBig an den einzelren 
Tagen eingestellt war, daB diese Einstellung erst allméhlich erfolgte. Es 
ware dann der Durchschnittsquotient in,der Vorperiode nicht als der Normal- 
quotient bei diesem Tiere zu betrachten. Da die durchschnittlichen Quotient- 
werte in der Haupt- und Nachperiode aber véllig unter sich iibereinstimmten, 
darf man wohl den Quotientwert in der Nachperiode als den normalen 
Quotienten betrachten und in Ubereinstimmung mit dem Ergebnis des 
Versuchs 1 annehmen, da8 bei diesem Versuch 2 das Kochsalz in den Gaben 
von 0,5 bis 0,75g pro Kilogramm und bei peroralen Gaben in 60 ccm 
destillierten Wassers keinen Einflu8 auf den Quotienten gehabt hat. Im 
Vergleich zur Hauptperiode war in der Nachperiode die absolute Merge 
von C und N ein wenig erniedrigt. In der Vorperiode war im Vergleich zur 
Hauptperiode die absolute C-Menge im Durchschnitt ein wenig erhéht, aber 
die N-Menge war so niedrig, wie in keiner der anderen Perioden. Diese 
geringe N-Ausscheidung in der Vorperiode bewirkte auch im wesentlichen 
den hohen Durchschnittsquotienten in dieser Periode. 


Ergebnisse der Cl Na-Versuche. 
Durch die perorale Zufuhr von 0,3 bis 0,75 g NaCl pro Kilogramm 
Kérpergewicht andert sich bei Kaninchen der Harnquotient C/N 
nicht. Leichte Steigerungen oder Senkungen in den absoluten Mengen 
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von C und N im Harn kénnen im Anschlu8 an die NaCl-Gabe in den 
Nachperioden im Vergleich zu den Hauptperioden auftreten, aber das 
Verhaltnis von C/N bleibt in den Nachperioden dasselbe wie in den 
Hauptperioden. 

Die Br Na -Versuche. 


Versuch 3. Bei diesen Kaninchen nahm das Kérpergewicht ein wenig 
ab. Es lag zu Beginn des Versuchs zwischen 1800 und 1900 g und am Ende 
zwischen 1650 und 1750g. In der fiinftégigen Vorperiode war der Durch- 
schnittsquotient 1,28, in der nun folgenden sechstagigen Hauptperiode, in 
der das Tier téglich 1,75 g Br Nain 60 ccm Leitungswasser erhielt, betrug der 
Quotient 1,36 und in der fiinftaégigen Nachperiode 1,53. Bei diesem Versuch 
waren dem Tiere sowohl in der Vorperiode, wie auch in der Nachperiode tag- 
lich 60 cem Leitungswasser durch die Sonde eingegeben worden, um einen 
etwaigen EinfluB der Wasserzufuhr in der Hauptperiode auszuschalten 
und die Br Na-Wirkung in reiner Form beobachten zu kénnen. Das Ergebnis 
dieses Versuchs war, da8 durch Gaben von etwa 0,7 g Br Na pro Kilogramm 
Kérpergewicht der Harnquotient C/N nicht beeinfluBt wird. Die absoluten 
C-Mengen blieben in allen Perioden fast identisch, die absoluten N-Mengen 
senkten sich im Durchschnitt in der Hauptperiode ein wenig, um in der 
Nachperiode wieder eine Spur anzusteigen. 


Versuch 4. Bei diesem Kaninchen trat wie bei dem vorhergehenden 
Bromkaninchen eine leichte Kérpergewichtsverminderung auf. Das Tier 
erhielt etwa 0,65 g Br Na pro Kilogramm Kérpergewicht. In der fiinftagigen 
Vorperiode war der Durchschnittsquotient 1,61, in derebenso lange wihrenden 
Hauptperiode 1,28 und in der siebentagigen Nachperiode 1,73. Es war in 
diesem Falle also eine leichte Senkung des Quotienten unter der Bromgabe 
eingetreten. Die absuluten C- und N-Mengen in den einzelnen Perioden 
zeigten folgendes Verhalten. Der C sank in der Hauptperiode und erhob 
sich iiber den hier erreichten niedrigen Wert in der Nachperiode nur ein wenig. 
Die N-Ausscheidung sank progressiv durch die drei Perioden hindurch, von 
der Vor- zur,Hauptperiode nur ganz wenig, von der Hauptperiode zur Nach- 
periode aber starker. 

In der Vorperiode hatte das Tier taglich 60 cem Leitungswasser per os 
erhalten; diese Wassergabe beeinfluBte den Quotienten nicht nachweislich, 
da er sich an allen Tagen dieser Periode auf ziemlich gleichen Héhen hielt. 
In der Hauptperiode wurde das Bromnatrium in 60 ccm Leitungswasser 
gegeben. In der Nachperiode bekam das Tier nur sein Futter ohne Leitungs- 
wassergabe. Da der Quotient in der Nachperiode (1,73) fast ebenso hoch 
lag wie in der Vorperiode (1,61), und da in der Vorperiode 60 ccm Leitungs 
wasser gegeben wurden, die in der Nachperiode nicht gegeben wurden, folgt 
daraus, daB die Gabe von 60 ccm Leitungswasser keinen Einflu8 auf die 
Lage des Quotienten hat. 


Versuch 5. Das Kaninchen nahm dauernd an Kérpergewicht wahrend 
des Versuchs zu. Am vierten Tage der Hauptperiode trat Durchfall bei ihm 
auf, so daB der Versuch abgebrochen werden muBte. In der neuntagigen 
Vorperiode war der Quotient 1,89, wenn man den einen Tag, an dem aus- 
nahmsweise ein Quotient von 4,831 beobachtet wurde, auBer Ansatz laBt. 
Unter Mitzahlung dieses Tages (30, IV.) hatte die Vorperiode 10 Tage gedauert 
und der Quotient hatte 2,134 im Durchschnitt betragen. In der Haupt- 
periode bekam das Tier taglich etwa 0,87 g BrNa pro Kilogramm Kérper- 
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gewicht durch die Sonde in den Magen gegossen. Der Quotient sank von 
1,89 in der neuntégigen Vorperiode auf 1,457 in der Hauptperiode, die 
C Ausscheidung erhéhte sich in der Hauptperiode nur sehr wenig, die 
N-Ausscheidung aber stieg fast um 50 Proz. 

Versuch 6. Das Kérpergewicht des Kaninchens blieb unverandert. 
In der Hauptperiode bekam das Tier taéglich 2 g BrNa in 60 ccm Leitungs- 
wasser gelést per os. Der Quotient betrug in der fiinftégigen Vorperiode 
1,171, in der viertaégigen Hauptperiode 1,393, er war also gestiegen. Die 
C-Ausscheidung war von 0,995 in der Vorperiode auf 0,472 g in der Haupt- 
periode im Tagesdurchschnitt gesunken, ebenso die N-Ausscheidung von 
0,872 auf 0,538. 

Der Versuch muBte vorzeitig abgebrochen werden, weil das Tier 
dekrepid wurde und starb. 

Versuch7. Das Kaninchen behauptete sein Kérpergewicht. Der 
Quotient stieg von 2,097 in der Vorperiode auf 2,370 in der Hauptperiode. 
Die C-Ausscheidung sank um die Halfte, die N-Ausscheidung sank wenig. 


Ergebnisse der Br Na-Versuche. 


In einem von fiinf Versuchen blieb der Quotient durch die Bromgabe 
unverindert, in zweien sank er, in zweien stieg er an. Von diesen beiden 
letzten scheidet einer aus, weil das Tier spontan im Anschlu8 an den 
Versuch starb; ebenso mufite der Versuch an dem einen Tiere, bei dem 
der Quotient sank, friihzeitig abgebrochen werden und kann daher 
nicht voll mitzihlen. Es wird aber durch diese Korrekturen nichts an 
dem allgemeinen Ergebnis geindert, daB die Bromgabe keinen ein- 
deutigen EinfluB auf die Lage des Quotienten C/N hat. In der Regel 
sank die C-Ausscheidung und auch die N-Ausscheidung beider Bromgabe. 


Die J Na-Versuche. 


Versuch 8. Das Kaninchen nahm bei diesem Versuch wahrend der 
Jodgabe und in der Nachperiode an Kérpergewicht um 250g ab. Es 
erhielt in der Hauptperiode taglich 2,6g JNa in 60ccm Wasser gelést 
per os. Der Quotient sank von 2,269 in der siebentégigen Vorperiode auf 
0,911 in der sechstagigen Hauptperiode und erhob sich in der sechstagigen 
Nachperiode wieder bis 1,559. Die C-Ausscheidurg sank in der Hauptperiode 
wesentlich und lag in der Vorperiode mit 1,206 und in der Nachperiode 
mit 1,337 annéhernd gleich hoch, nur wenig héher in der Jetzteren, als in der 
ersteren. Die N-Ausscheidung stieg in der Hauptperiode gegeniiber der 
Vorperiode sehr stark an und stieg in der Nachperiode noch ein klein wenig 
weiter. Die Jodmedikation hatte also zu einer Einschrénkung der C-Aus- 
scheidung bei starker Steigerung der N-Ausscheidung gefiihrt. 


Versuch 9. In diesem Versuch dauerte die Hauptperiode nur drei Tage, 
da das Kaninchen infolge eines Versehens beim EirgieBen der Jod)ésurg 
plétzlich starb. In der sechstagigen Vorperiode war der Quotient im Durch- 
schnitt 1,289, in der dreitaégigen Hauptperiode 0,950. Die C-Ausscheidung 
nahm ein wenig ab, die N-Ausscheidung steigerte sich etwas in der Haupt- 
periode. Das Tier hatte etwa 1,3g JNa pro Kilogramm Kérpergewicht 
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in 40cem destilliertem Wasser erhalten. Die Jodmedikation hatte zu einer 
Einschrankung der C-Ausscheidung bei dhnlicher Steigerung der N-Aus 
scheidung gefiihrt. 

Versuch 10. Dieses Kaninchen erhielt in zwei Perioden Jod, die durch 
eine jodfreie Zwischenperiode von einander getrennt waren. In der sechs 
tagigen Vorperiode war der Quotient 1,963, in der ersten Hauptperiode 
1,920, in der nunmehr folgenden zehntégigen zweiten Hauptperiode 1,631. 

Das Kérpergewicht des Tieres nahm ab. In der ersten Jodperiode 
bekam das Kaninchen taglich etwa 0,86g JNa pro Kilogramm Kérper- 
gewicht in 60 ccm destilliertem Wasser, in der zweiten Jodperiode erhielt es 
das gleiche tagliche Jodquantum erst in 60 und spiter in 40 ccm destilliertem 
Wasser; nur an 2 Tagen dieser Periode wurde die Jodmedikation voriiber- 
gehend ausgesetzt. In der ersten Jodperiode sank die C-Ausscheidung 
betrachtlicher, die N-Ausscheidung geringer gegeniiber der Vorperiode, 
und in der Zwischenperiode stieg sowohl] die C- wie auch die N-Ausscheidung 
wieder an. In der zweiten Jodperiode sank wieder die C-Ausscheidung 
betraéchtlicher, die N-Ausscheidung geringer. 

Bei diesem Kaninchen war also infolge der Jodmedikation in beiden 
Perioden eine stdrkere Einschrdnkung der gesamten C-Ausscheidung ein- 
getreten; die N-Ausscheidung war in geringem Grade vermindert. 


Versuch 11. Dieses Kaninchen hatte, wie die Sektion ergab, eine 
Schrumpfniere. Es starb am zweiten Tage der Hauptperiode spontan, 
nachdem es einmal 2,6g JNa in 40ccm Wasser gelést erhalten hatte. So 
konnte nur an einem Tage der Quotient bei der Jodmedikation bestimmt 
werden. Der war im Durchschnitt in der achttagigen'! Vorperiode 1,189, 
am ersten Tage der Jodperiode 0,945. Wir teilen diesen Versuch haupt- 
séchlich mit, weil er eine zufallge Beobachtung iiber das Verhalten des 
Quotienten bei der Schrumpfniere bringt. Der Quotient lag aber dabei, 
wenn man zum Vergieich die Beobachtungen an anderen normalen Kaninchen 
heranzieht, an der unteren Grenze der Norm. An dem einen Jodtage wurden 
die C- und N-Ausscheidungen betrachtlich, fast auf ein Drittel der urspriing- 
lichen Werte bei stark verminderter Harnmenge gesenkt gefunden. Man 
hat durchaus den Eindruck, daB die immerhin nicht unbetrachtliche Jod- 
natriumgabe von fast 1,3g pro Kilogramm Kérpergewicht eine akute 
Niereninsuffizienz bei der vorhandenen Schrumpfniere und damit den Tod 
des Tieres herbeigefiihrt habe. 


"Versuch 12. Dieses Kaninchen starb am fiinften Tage der Jodperiode 
ebenfalls an einer interkurrenten Krankheit. Bei der Sektion fanden sich 
massenhaft Leberparasiten. In der sechstagigen Vorperiode war der Quotient 
1,644, in der viertagigen Jodperiode 1,04. Die Senkung war also deutlich. 
Die C-Ausscheidung sank in der Jodperiode gegeniiber der Vorperiode fast 
auf die Halfte, die N-Ausscheidung verminderte sich nur wenig. 


Versuch 13. Das Kérpergewicht dieses Kaninchens blieb unveriindert. 
In der sechstégigen Vorperiode war der Durchschnittsquotient 2,209, in 
der sechstagigen Hauptperiode 1,434. In der siebentaégigen Nachperiode 
1,822. Die C-Ausscheidung ging in der Jodperiode stark herunter und er- 
reichte in der Nachperiode fast wieder den Wert der Vorperiode. Die Stick- 
stoffausscheidung blieb in allen Perioden ungefahr gleich. Bei diesem 
Kaninchen war es also unter dem EinfluB der Jodmedikation zu einer 
starken Einschrinkung der C-Ausscheidung bei gleichbleibender N-Aus- 
scheidung gekommen. 
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Ergebnisse der Jodnatriumversuche. 

Ubereinstimmend zeigen alle Versuche, daB unter dem Einflu8 
der J Na-Medikation die C-Ausscheidung durch den Harn sich in 
ihren absoluten Werten stark vermindert im Vergleich zur Vor- 
periode, daB die Stickstoffausscheidung entweder in der Jodperiode 
stark vermehrt oder unverindert oder nur sehr wenig vermindert 
ist im Vergleich zur Vorperiode. So kommt es, daB immer unter 
der Jodgabe der Harnquotient C/N sinkt. In der Nachperiode gleicht 
sich die durch das Jod erzeugte Stérung mehr oder minder rasch 
wieder aus. Das hangt wohl mit der Geschwindigkeit der Jod- 
ausscheidung durch den Kérper zusammen, denn auch nach Aus- 
setzen der Jodmedikation bleibt Jod doch einige Zeit im Kérper 
zuriick. 

Wenn N in vermehrter Menge ausgeschieden wird, so muB auch C 
an den N-haltigen Molekiilen in vermehrter Menge umgesetzt werden 
und auch eine bestimmte Quote dysoxydablen Kohlenstoffs dabei wohl 
abfallen. Wenn trotzdem die Gesamtmenge an dysoxydablem Harn-C 
in solchen Fallen stark vermindert ist, dann ist das nur méglich, wenn 
an den nicht N-haltigen Quoten der organischen Substanz entweder 
die gesamte Oxydation, was die absolute Menge des umgesetzten 
Materials angeht, stark eingeschrinkt ist, oder wenn ohne Ein- 
schrankung, ja vielleicht sogar bei Steigerung der Materialmenge 
die Durchoxydierung des C-haltigen Materials an der N-haltigen 
und N-freien organischen Substanz so verbessert wird, daB dabei 
weniger dysoxydabler Harn-C abfillt. Wenn die erstere Annahme 
richtig wire, also der Materialverbrauch vermindert wire, dann diirfte 
der Kérper auch nicht an Gewicht verlieren. Da aber tatsichlich 
sowohl bei der Mehrzahl unserer Kaninchen wie auch im Verlauf einer 
forcierten Jodbehandlung beim Menschen Abmagerung die Regel ist, 
spricht alles dafiir, daB unsere zweite Annahme zu Recht besteht, 
nimlich, daB unter dem EinfluB der groBen Joddosen, wie wir sie bei 
unseren Versuchen gegeben haben, eine bessere Durchoxydierung der 
C-haltigen Substanz und wahrscheinlich sogar bei gesteigertem Material- 
verbrauch die Ursache ist fiir die Abnahme der absoluten Menge des 
dysoxydablen Harn-C. Die Gaswechseluntersuchungen bei gréBeren 
Jodgaben, iiber die in der Einleitung berichtet wurde, stehen mit 
diesen SchluBfolgerungen aus unseren Untersuchungen durchaus im 
Einklang. Das Jod fiihrt also in gréBeren Dosen zu einer Steige- 
rung der Oxydation, zu einer verbesserten Durchoxydierung der 
C-haltigen organischen Substanz, zu einem gesteigerten Umsatz 
hinsichtlich der absoluten Menge des umgesetzten Materials, und 
zwar sicher an den N-haltigen, wahrscheinlich aber auch an den 
N-freien Substanzen. 





Harnquotient C/N bei Kaninchen. 


Experimenteller Teil. 


Versuch 1. Chlornatrium. 








Datum 


10. 


22. 


26. IL. 
27. II. 
28. II. 

1. IIT. 


Biochemische Zeitschrift Band 178. 


ts 

—) 
toioanto ae ee ee ee ee ee ee hme hme he hm hv hc 
2 oe a a° ss oe 2S Soe es 8 he Se eee ee ee Ue 2 


Kérpers | 
gewicht 


1990 | 


1980 


1870 


1930 | 


1850 


1820 | 


1900 


1900 | 


1870 
1920 


1960 
1930 


2150 
2400 
2300 
2300 
2220 
2230 
2300 
2270 
2320 
2240 
2170 
2260 
2290 


‘| 2120 


2200 


|| 2200 


2190 
2280 
2290 
2180 


= Harn-N 
ccm g 
180 | 1,109 
335 | 0,704] vo 
200 | 0,560) = 
360 | 0504/5. 
380 = 0,532|° 
260 | 0,510; 
350 | 0,686/— 
410 | 0,803] o 
350 | 0.711) 5 
330 | 0,554 
480 | 0,739 
230 | 0,547] po 
490 | 0,823}2 
70 | 0546/5 
300 | 0,560(° 
460 | 0,901; 2 
620 | 0,781] 
250 | 0,490] © 
370 | 0,518] & 
530 | 0,742 
580 | 0,893 
370 | 0,691] v0 
350 | 1,027]2 
290 | 0,650) 
510 | 1,071(° 
500 | 0,700; 2 
335 | 0,750]— 
280 | 0,510] © 
' 260 | 0635, & 
460 | 0,773 
Versuch 
250 | 0,770 
750 | 0,525 
440 | 0,370 
505 | 0,848 
380 | 0,904 
715 | 0,601 
695 | 0,681 
450 | 0,630] . 
495 | 1,108 os 
102 | 0,486] © 
655 | 1,100) » 
760 | 0,958) 
340 | 0,857] ¢ 
830 | 0,697] = 
770 | 1,708 
695 | 0,973 
600 | 1,092 
690 | 0,386 
144 | 0,484] 5 | 
425 0,833 





pro Tag 0,670g 





ag 0,754 





Harn-C C/N 
taglich 
g 

1,236 1,115 
1,385] x | 1,967 
O,8l4}ex | 1,454 
1,021]— | 2,026 
1,372(" | 2,579 
0,993; | 1,947 
| 1191] | 1,736 
1,480} 0 1,843 
1,249] & | 1,757 
1,076 1,942 
1,568 2,122 
0,989] xo | 1,808 
| 1,502 : 1,825 
0,802) | 1,468 
0,905(~ | 1,616 
1,287(;2% 1,428 
1359/— | 1,740 
0,788] 2 | 1,608 
1,359] &. | 2,624 
1,505 2,028 
1,053 1,179 
1,195] x | 1,729 
1,306}: | 1,272 
0,968}% | 1,489 
2,465(~ | 2,302 
1,800(;2% 2,571 
1,206/— | 1,608 
0,849] o | 1,665 
0,871] & | 1,372 
1,440 1,863 
2. Chlornatrium. 
1,338) =| 1,738 
1,530] 8 | 2.914 
1,085| — | 2,932 
1,857/ # | 2,190 
1,634] 1,808 
1,134) & | 1,887 
1,168 1,715 
0,889} . | 1411 
1,773] = 1,600 
0,553)" 1,138 
1543) 2 1,403 
1310}= 1,367 
1,302} ¢ 1,519 
1,484 2,129 
1,810 1,679 
1,259) @ | 1,294 
1,636] = | 1,499 
0,685) | 1,775 
0,712) | 1,471 
1,391} £ 1,670 








C/N 


im Perioden: 
| durchschnitt 


1,771 


1,708 


2,245 


1,551 





Pro Ta 


NaCl in 
Aq. dest. 


Pro T. 


1g 
NaCl in com 
Aq. dest. 


Pro Ti 
NaCl in © 


Aq. dest. 








ae ee eee 
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Versuch 3. Bromnatrium. 





























K6rpers Harn; : . YN 
Datum guwieht menge Harn-N Hem-C A. h on Detetons 
g ccm g g aghch | durchschnitt 
16. V. | 1800 80 1,366)" | 1438)% 1,053 
17. V.' 1920 130 1002 1385 = 1,271 | 
18. V. 1900 180 (04540 6 0,67475 1,485 1,283 | 
19. V. 1870 | 310 on Loer| 1,264 
20. V. 1830 | 320 O,707)— | 0,963)— | 1,343 I 
21, V. 1820 300 0,588)~ 0812) 1,381 i 
22 V. 1830 | 310 0955/8 | 1.26812 | 1,328 Pro Tag. 
23. V. 1850 | 350 0,784(= 1,329|5 1,695 1.358 ay Swng 
24. V.| 1870 | 2 0560/2" O814;2 1,454 “aa Leitenae 
25. V. 1800 | 360 | 1,109] ~=:1,308], ~—s-1,179 | wasser 
26. V. 1760 130 O419)E 0466)& | 1112 
27. V. || 1650 kein Harn ) ~ 7 
28. V. 1740 | 350 | 0721/8 1.455/£ | 2018 
29. V. 1680 260 0910(= 0,993(- | 2,091 1531 
30. V. 1700 | 190 | O771("  0,959(7 | 1,244 ," 
31. V. 1740 | 480 0941/5 = 1,296)5 | 1,377 
1.VI. 1750 220 O830J)E O830)8 | 1,926 
Versuch 4. Bromnatrium. 
19. V. 2800 | 630 | 1,323 | 1,852) 2 | 1,400 
20. V. 2800 750 1050 |= 1685 1,€05 | 
21. V. 2800 675 | 1,134)6 ,929'& 1,701 1,614 
22 V. 2780 710 =~ 1193/2 | sou 1,718 | 
23. V. 2790 | 670 | LOSIJ= | 1,699)2 1,648 
24. V. 2870 680 | 1,142)¥ | 1,855)¥ | 1,624 —_s 
25. V. 2780 | 610 1196[ | 1,677) 1,402 | 75¢ BrNa 
26. \V. 2670 | 460 | 1,159 | 1,194)& | 1,030 |' 1,283 in 60 ecm 
7, V. 2750 250 | 6910/5 | ool 1,100 | Leitungs- 
28. V. 2780 | 220 | 0554J= | o698)% | 1,260 — 
29. V. 2560 70 | 0,605) | 0,789) 1,204 
30. V. 2620 | 500 | 0840)" 1,548) | 1,843 
31. V. 2600 450 | 0,756]. 1.448]. 1,915 
1.VI. 2630 610 085455  1855)6 2172 1,731 
2.VI. 2670 540 0832/2 | 1,325)" | 1,593 
3.VI. 2700 550 | 0693/2 | 1,110/— — 1,602 
4.VI. 2700 300 0,672)/- | 1136/7 | 1,690 
Versuch 5, Bromnatrium. 
28,1V. | 1620 | 290 | 0,974)? | 1,977)? | 2030 )) ct 
29.1V. 1630 560 1,098/5 2083/5 1897] ZS 
30.1V. 1730 | 650 (0455/2 2198/6 | 4.831 sco 
1. V., 1740 | 500 | 0,700) 1,039]/> | 1484 |] =™ 
2, V., 1690 | 410 | 0,574(& = =1,020(N_ | 1,777 || SS 
3. V. 1700 | 550 O0616(— 1530(- | 2.484 Re 
4. V. 1780 | 510 | 0785/2 | 1511/2 | 1,925 3-5 
5, V. 1870 | 380 0372/5 | OS8I3}g | 2,185 || == 
6. V. 1870 | 240 | 0370/2 (0,661), 1,786 | 3% 
7. V.| 1740 | 230 | O290)€ | O427/—4 14s) BQ 
8. V. 1830 | 350 0,735) o¥ 1,470) = 2 Pa 758 
9. V. 1860 | 650 | 1274'R— 1,985) | 1, 1,457 —— 
10. V.| 1920 160 | 0762/22) 0,620/-£ 0,814 || | mae 
11. V. | 1900 Durchfall 








Harnquotient C 


N bei Kaninchen. 
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Versuch 6. Bromnatrium. 
Datum oeelent bn Gemss Hera P. ~ im setieten: 
g ccm ry g aglich durchschnitt 
27. VI. 1580 240 1,183)2 1,335)? | 1,129 
28. VI. 1800 280 1254 2 1/283 1,024 | 
29. VI. 1880 290 1,015)& = 1,238) | 1,220 1,171 
30. VI. 1600 §=250 0420/6 | 0630/2 — 1,502 | 
LVII. 1550 250 0,490) = 0,490] = 1,000 
2.VII.. 1700 170 = 0,524 0,665, .,| 1,269 rs 
3VII 1700 480 © 0.538|22 1.010|22 1/877 1393 mR Bly CE 
4.VII. 1620 | 210 | O382/2>o O481(%¢ 1,259 ber - | Leitungs. 
5.VII. 1670 220 0.708)" = O825/~ = 1,165 wasser 
6.VII. gestorben 
Versuch 7. Bromnatrium. 
9.VII. 2400 400 | 0,896)2 | 1407)% | 1,570 
10.VII. 2300 590 0,430|= '23| 2.605 | 
1L.VII. 2420 260 O2188& 064246 2863 2.097 
12.VII. 2250 620 | 0955/2 1,496/- 1,566 | 
I3.VII. 2390 740 | 0,725)8 1,365)= | 1,883 
14.VII. 2380 710 0,696 a? 1481) 2,128 Pro Tea 1.756 
15.VITI. 2520 640 0448le5 O986(-£ 2.201 | 2 370 | Bro. Tax 1.75 ¢ 
16.VII.); 2500 550 | 0,847 z 1740/4 2,054 | aii Leitungs- 
17.VII.|| 2540 | 490 | 0,343)" ©) 1,062)" = 3,096 wasser 
Versuch 8. Jodnatrium. 
ll. IT.) 2400 | 290 | 0,568 1,120), | 1,972 
12. Il. 2400 440 04931 O9s0]* 1.988 
13. Il. 2400 395 0305}. 0905]. 2.967 
14. II. 2230 460 064456 1802'6 2.798 2.269 
15. Il. 2235 450 | 0.504 = 1281) | 2,542 
16. If.) 2300 380 | 0638/% | 1246/5 1,953 
17. II.|| 2270 340 | 0,666,° 1,109)" 1,665 
18. II.) 2210 50 | 0,581)e 0485) 0,835 
19. IT. 2200 130 | O919/— | 0,790]— 0,868 Feo Tea 266 
20. II.) 2240 138 | 0,715[£ | 0,620(2 0,867 09ll INe in 40 cen 
21. Il. 2170 240 1008;,  O621f, 0,616 * Leitungs- 
22. II. 2100 180 | 0832)/§ 0948/2 1,139 | wasser 
23. II.) 2050 | 240 | 0907/5 1032/5 1,138 
24. II. 2080 460 | 0,708) | 1214) = 1,715 
25. II.) 2050 235 | O855/— | 1,058] 1,237 
26. IT. 2100 470 | 0987/2 | 1,243(E 1,259 1.559 
27. Il.) 2095 530 | 0.965), | 2.521(, 2.612 _ 
28. II. 2080 206 O808i=  O988I5 2,210 
1. ITT. 2000 266 «| 0,.782/5 | 0.995)2 1,272 
Versuch 9. Jodnatrium. 
4. ITT. || 2000 180 | 1,134) | 1,396) | 1,231 
5.111.) 2020 | 310 | O781/— | 1OI7/— — 1,302 
6.1TT., 2000 418  O,702(E  O865(E | 1,232 1.289 
7.111. 2000 350 1029(, | 1344(, | 1,307 _ 
8.I1I. 1990 180 | 1,008]3 1291/¢ 1,281 
9.I1l. 2040 360 | 0,706)/S | O978)/= 1,385 
10.111. 1950 | 432 1,149) w we?) 1327) 22 1,155 l ) Pro Tag 2.6¢ 
11. 11T.| 1970 | 270 1,308'S© | osa2'c& 0.649! 0,950 | JNe in # com 
12. 11T.. 1730 130 0564/=£ os90lS& 1046 | ) a 
13. IIT. gestorben 

















20* 
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Versuch 10. Jodnatrium. 
Datum pam nd Monts Hen Cc im etens 
g ccm g g | Aor | | durchschnitt 
19. ITT. 1550 | 200 0,660)» | 1,110)» 1,480 | 
20.111. 1520 | 170 | 0666/— 0 844/— (2.267 
21.111. 1520 | 430 | 0,602(E | 1,365[£ 2,267 | 1,963 
22.111. 1520 | 570 | 0,638; | 1393(, 2,183 * 
23.11]. 1450 540 | 0445/2 9018 2,924 | 
24.111. 1470 | 490 | 0823/5 1363/2 1,656 
25.117.) 1520 260 | 0,837)2 | 0,851) 1,017 
26.111.; 1480 190 0,798 = oral 0,932 | | Pro Tag 13g 
27.111.| 1370 | 152 | 030656 074656 2.438 1,670 ‘SINa in 6Occm 
28.111. 1370 | 510 oeslg L391/S | 2,163 | Aq. dest. 
29.11]. 1425 | 270 | 0378/& 0680/2 — 1,799 
30. ITI.| 1320 94 0,224) wz 0358 =F 1571 
31.111.) 1280 800 | 1344 ae 2'470 1,838 1,920 
1. IV.) 1300 | 540 | 0605/52 Taal? é 2'347 | 
2.1V. 1300 300 | 0,672 1,067 1,588 13g JNa in 
60 ccm Aq. dest. 
5. IV.) 1330 | 510 | 0,785 1,285 1,637 Kein JNa 
6. IV. 1360 | 125 | 0263/2 0364/2 | 1,384 
7. IV.) 1340 | 440 | 0.924)" | 1440/" 1,558 
8. IV.) 1320 | 310 | O564l—E 1,0331E 1,832 | 1 63) 
9. IV.) 1290 | 270 | 0,567(= | 0,773{~ | 1,363 , » Tag 136 
10. TV., 1280 | 500 | 0630/2 | 1,298/= 2,060 haa. 
11. IV.) 1350 370 | 0,725/= 1,195]/- —- 1,648 
12. IV.) 1290 | 260 | 0,391 0,596 1,524 
13. IV.) 1300 | 390 | 0,655 1,127 1,720 
14. 1V., 1380 | 440 | 0,547)~ 1,200) 2,194 
15. IV. 1340 310 | 0564)  O915I— = 1,622 
16. IV. | 1360 40 | 0,605(2 | 1,655(E | 2,744 | g 509 
17. IV.) 1430 | 590 | 0,496(,  1,403(, | 2,829 ’ 
18. IV. 1380 460 | 0,258]/5 | 0923/2 3,578 
19. IV. 1400 550 | 0462)/= 1026/5 2,208 
Versuch 11. Jodnatrium. 
4. IIT.|| 2400 70 | 1,927 1,449 | 0,752 
5.111. 2360 | 320 | 1209/2  I11l]/e | 0,992 
6. IIT. 2320 | 355 | O895/— | 1,032/— | 1,153 | 
7. III. 2320 | 325 1,092(£ | 1,100(£ | 1,007 1.189 
8. III. 2280 | 175 | 0,588(4 | 0,729(4 | 1,240) ~ 
9.IIT. 2290 | 350 O931/= | 1256/5 | 1,349 
10. 111.| 2200 | 215 | 0602/2 | o940/> = 1,561 
11. III. 2230 | 270 | 0,869 1,267 1,458 | 
12. ITI.) 2980 64 | 0,394 0,370 0,945 | 2,6g JNa in 
13. TIT. gestorben | Meem Aq, dest. 
Versuch 12, Jodnatrium. 
19. IIT.) 1880 | 250 | 0,790) | 1443) | 1,829) 
20.111. 1900 | 115 | 0,483/— | 0,750/— | 1,553 
21.111.) 1900 | 340 , 1,243(£ | 1,243 1.644 
22. 11I. 1780 | 170 | 1142(Q | 1801f4 1578 \¢ 
23.111. 1800 | 450 | 0,567 z 1237 2,182 | 
24.TIT.| 1750 | 250 | 0,700/S | 1,023)2 | 1,461 





Harnqguotient C/N bei Kaninchen. 


Versuch 12 (Fortsetzung). 








Datum 


25. 


26. 


~ 


7. 
28. 
29. 


14. 
15. 
16. 
17. 
18. 
19. 


20. 


21 


ai, 


Ii. 
Ill. 
IIT. 
ITT, 
ITT. 


Kérpers | Harn 
gewicht | menge 
¢ | ccm 
1790 310 
1640 100 
1550 50 
1550 170 
gestorben 

1950 270 
2300 480 
2120 540 
2120 440 
2120 530 
2100 650 
2140 250 
2040 70 
1940 280 
1950 350 
1900 250 
1830 400 
1930 310 
1820 500 
1770 470 
1710 410 
1900 650 
1920 360 


HarnsN 


8 


0,694 


= 7 
0,672 he ~ 


0,350/% ¢ 


Harn-C 


0,954/~ =| 0,832 


Versuch 13. 


0,945 


0,672 ]5 


0.454 
0,493 
0,519 
0,546 


0,245 
0,777 
0,784 
0,686 
0,385 
1,232 


0,521 
0,840 
0,855 
0,574 
0,637 
0,403 





0,605g pro Tag 


0,641 4 pro Tag 0,665g pro Tag 





C/N 


taglich 
& 

0,927, 1,336 
0,706(55 1,051 
0,315(2-¢ 0,900 
a 0.872 
Jodnatrium. 
1,370) = | 1,450 
1,082)— | 1,610 
1272{& 2.802 
0,.901{. | 1,828 
1,603/% | 3,089 
1354) | 2.480 
0,485) » | 1,980 
1,066}— 1,372 
1,150(£ | 1,467 
0987/4 | 1,438 
0,559/$ | 1,452 
1142} | 0,927 
0,873) 2 | 1,676 
| 1,413]— | 1,682 
1,200(£ | 1,404 
0,827(. | 1,441 
1,759|> 2.761 
0.915J= (2.270 

Literatur. 


C/N 
im Perioden- 
durchschnitt 
| 1000 
2,209 
1,434 
1,822 





| Pro Tag 13¢ 
J Na in 60 ccm 
Aq. dest 


Pro Tag 2,6 
JNa in #0 ccm 
| Ag. dest. 
Kein J Na 
Pro Tag 26g 
JNa in 0 com 
Aq. dest. 


1) Fr. Hildebrand,, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 92, 68, 1922. «- 
2) Waldbott, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 148, H. 5/6. — 
diese Zeitschr. 1926. - 


- 4) Gomez, ebendaselbst 167, 1926. 


3) Watanabe, 








Versuche iiber die Nachweisbarkeit 
immunisatorisch bedingter Fermentprozesse. V. 


Von 
Ernst Kupelwieser. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 11. September 1926.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die in der vierten Mitteilung dieser Publikationsreihe!) ab- 
schlieBend behandelten Refraktometerversuche hatten zu dem Ergebnis 
gefiihrt, daB eine spezifische fermentative Auflésung der dort ver- 
wendeten festen Eiweifisubstrate durch menschliches Schwangeren- 
serum bzw. durch das Serum entsprechend vorbehandelter Versuchs- 
tiere (Meerschweinchen) nicht stattfindet und auch nicht vorgetauscht 
werden kann, wenn man unter Versuchsbedingungen arbeitet, durch 
die eine Beherrschung der quantitativ ermittelten Fehlerméglich- 
keiten sichergestellt erscheint. 

Unter der vorldufigen Annahme, daB die vielumstrittene sogenannte 
Abderhaldensche Reaktion tatsachlich vorkommt, bleiben fiir diesen 
eindeutig negativen Ausfall unserer Refraktometerversuche im wesent- 
lichen drei Deutungsméglichkeiten wtibrig: 

1. Es gibt spezifische (Abwehr-) Fermente, aber unsere nach dem 
Preglschen Verfahren hergestellten Substrate [Trockenproteine]*) 
waren fiir die angenommenen Fermente nicht geniigend angreifbar. 

2. Die in Frage stehende Fermentreaktion ist im Sinne von 
H. Sachs*) anzusehen als eine unspezifische Serumautolyse, welche in 


1) BE. Kupelwieser und I. Wilheim (LV. Mitteilung), diese Zeitschrift 
160, 88, 1925; dort sind auch die vorangegangenen Mitteilungen (I bis II) 
angefiihrt. 

2) Beziiglich der Herstellung der Substrate siehe F. Pregl, Ferment- 
forschung 1, 7, 1914; L. Léhner, ebendaselbst 5, 41, 1921; ferner in der 
I. Mitteilung (2. Kupelwieser), 8.495 und in unserer III. Mitteilung 
(EZ. Kupelwieser und E. Navratil), 3.77. 

3) Eine zusammenfassende Darstellung der H. Sachsschen Auffassung 
findet sich in der Kolloidzeitschrift 24, 113, 1919. 











E. Kupelwieser: Fermentprozesse. V. 299 


spezifischer Weise nur ausgelést wird durch die in einem Gemisch von 
Immunserum und dem zugehérigen Antigen ablaufende spezifische 
Eiweib-Antieiweibreaktion. Diese tritt aber nur dann ein, wenn das 
Antigen in méglichst unverandertem Zustand in das Reakticnssystem 
eingefiihrt wird. Daher bleibt bei Anwendung eines zu einem Trocken- 
praparat veranderten Antigens die ausliésende Eiweil-Antieiweil- 
reaktion und mit ihr die Proteolyse aus. 

3. Es waren bei unseren Versuchen die serologischen Vorbedin- 
gungen fiir die Gewinnung wirksamer Sera nicht erfiillt. 

Zu 1. Im Hinblick auf die erste Méglichkeit wurde versucht, 
durch Abanderung der Trockenproteinbereitung die Abbaufahigkeit 
der Substrate méglichst zu steigern. Tatsichlich gelang es auch, durch 
Abkiirzung des urspriinglichen Preglschen bzw. Léhnerschen Ver- 
fahrens Substrate zu gewinnen, die sich bei der Priifung mit Trypsin- 
lésungen verschiedener Konzentration abbaufahiger zeigten als die 
nach der Urvorschrift hergestellten!). Aber auch mit diesen leichter 
angreifbaren Substraten lieBen sich keine Abwehrfermente nach- 
weisen. Noch abbaufihigere Substrate zu verwenden, ging nicht an, 
da zugleich mit der Abbaufahigkeit die Eigenléslichkeit der Substrate 
zunimmt und die Refraktometermethode die Verwendung von Sub- 
straten nicht zulaBt, deren Eigenléslichkeit eine gewisses Maf iiber- 
schreitet. Solange mit der Refraktometermethode gearbeitet wurde, 
war daher der weiteren Verfolgung der Frage in dieser Richtung eine 
Grenze gezogen. 

Zu 2. Schon in der zweiten Msitteilung (LE. Kupelwieser und H. Wastl) 
wurde die oben auseinandergesetzte zweite Deutungsmdéglichkeit in 
Erwagung gezogen, und es ist dort auch auf die Absicht hingewiesen, 
die Untersuchungen iiber die Nachweisbarkeit von immunisatorisch 
bedingten Proteolysen in der Richtung der von H. Sachs vertretenen 
Anschauung weiterzufiihren. Wollte man dies, so mubte bei der Suche 
nach dem in Frage stehenden proteolytischen ProzeB an Stelle der 
Refraktometermethode ein Verfahren angewandt werden, welches 
das Antigen in fliissiger, méglichst unverdnderter Form in das Reaktions- 
system einzufiihren erlaubt. Die Wahl fiel auf die von S. P. L. Sérensen 
angegebene ,,Formoltitrierung“‘?) als auf eine einfach zu handhabende 
Methode, die es erméglicht, in einem fliissigen bzw. mikroheterogenen 
Reaktionssystem das Wesentliche einer fermentativen EiweiBspaltung — 
die Lésung von Peptidbindungen — quantitativ zu erfassen. 


1) Siehe I. Mitteilung, S. 495 und ILI. Mitteilung, 8. 78ff. 

2) S. P. L. Sérensen, diese Zeitschrift 7, 45, 1908; siehe auch Jessen- 
Hansen, Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod., Abt. I (Chem. Meth.), 
Teil 7, S. 245. 
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Zu 3. Der Wunsch, unter méglichst durchsichtigen und be- 
herrschbaren serologischen Vorbedingungen zu arbeiten, hatte uns 
schon nach AbschluB der ersten — mit menschlichem Schwangeren- 
serum und Placentatrockenprotein angestellten — Versuchsreihen 
bewogen, zum Tierversuch tiberzugehen. Indem wir uns die Erfahrungen 
von H. Pfeiffer und S. Mita') zunutze machten, hatten wir als Versuchs- 
tier das Meerschweinchen, als Antigen Rinder- und Pferdeserum gewihlt 
und hatten, unter Befolgung der von diesen Autoren fiir die parenterale 
Vorbehandlung gegebenen Vorschriften, das zur Untersuchung be- 
stimmte Serum wihrend des antianaphylaktischen Zustandes des 
Versuchstieres gewonnen®). Es waren dies die Vorbedingungen, unter 
denen H. Pfeiffer und S. Mita die deutlichsten Anzeichen dafiir er- 
halten hatten, daB in einem Gemisch eines solchen Immunserums mit 
dem Antigen der Vorbehandlung ein an die Spezifitat des Antigens 
gekniipfter proteolytischer Vorgang eintritt. Wenn also bei den hier 
mitzuteilenden Versuchen ebendiese Art der Vorbehandlung angewandt 
wurde, so geschah dies erstens, weil sie sich den oben angefiihrten 
Autoren als fiir die Gewinnung stark wirksamer Immunsera besonders 
giinstig erwiesen hatte, zweitens, weil die serologische Zustandslage des 
Versuchstieres an seinen durch die Reinjektionen ausgelésten Tem- 
peraturreaktionen festgestellt werden konnte®). Drittens sollte durch 
Beibehalten der in der zweiten und dritten Versuchsreihe eingehaltenen 
serologischen Vorbedingungen vermieden werden, daB bei den zuniichst 
folgenden Versuchsreihen mehr als ein Umstand verandert wiirde. 

Die anschlieBenden Versuche sollten sich also von unseren voran- 
gegangenen Tierversuchen nur dadurch unterscheiden, da8 im Reaktions- 
system an Stelle des aus dem Antigen bereiteten festen Substrate das 
miglichst unverdnderte fliissige Antigen trat, welcher Absicht zufolge 
die Refraktometermethode durch ein Verfahren ersetzt werden muBte, 
das in einem fliissigen Reaktionssystem proteolytische Prozesse nach- 
zuweisen erméglichte. Die aus den oben angefiihrten Griinden vorliufig 
zuriickgestellte Abwandlung der serologischen Vorbedingungen wurde 
fiir spitere Versuche in Aussicht genommen. Hier seien nunmehr 
jene Untersuchungen mitgeteilt, die in Verfolgung der unter 2. be- 
sprochenen Deutungsméglichkeit mit Anwendung der Formoltitration 
nach Sérensen angestellt wurden. 


Versuchsweg. 
Die Methode der ,,Formoltitration’‘ von S. P. L. Sérensen*) geht von 
dem Gedanken aus, da8 die Wirkung proteolytischer Fermente der Haupt- 


1) H. Pfeiffer und S. Mita, Zeitschr. f. Immunitatsforschung 6, 18, 1910. 

*) Beziiglich der Vorbehandlung und der Temperaturreaktion der 
Versuchstiere siehe unsere II. und III. Mitteilung, 8. 507 bzw. 80. 

8) S. P. L. Sérensen, siehe Anm. 2, S. 299. 
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sache nach in einer Katalyse der hydrolytischen Sprengung der fiir cle 
Konstitution des Eiwei8molekiils charakteristischen — Saureamidbindung 
nach dem Schema: 


R.CO.HN.R+H,0 = R.COOH + R.NH, 


besteht'), und daB ein rationelles Verfahren zur quantitativen Verfolgung 
dieser Fermentwirkung zu griinden sei auf die zahlenmaéBige Bestimmung 
der wahrend der Proteolyse gesprengten Saéureamidbindungen?). Da bei 
einer nach dem obigen Schema einhergehenden Proteolyse immer gleich 
viele saure R .COOH- und basisch wirkende R . NH,-Gruppen entstehen, 
kann der Eintritt bzw. das Fortschreiten dieses Spaltungsprozesses titri- 
metrisch nur erfabt werden, wenn die einen dieser beiden Gruppen 
in einer Art ausgeschaltet werden, welche die Titration der anderen 
Gruppen nicht stért. H. Schiff*) hatte gezeigt, daB die NH,-Gruppe mit 
Formaldehyd eine neutral reagierende Methylenverbindung eingeht, so 
daB dann die COOH-Gruppe einer Titration mit Lauge zuginglich wird. 
Aber erst durch die planmaBigen Untersuchungen von S. P. L. Sdérensen 
wurde die mengenhafte Bestimmung der endsténdigen Aminogruppen aut 
diesem Wege durchfiihrbar; er fand, daB es sich bei den Vorgaingen, die 
sich wahrend der Einwirkung des Formaldehyds auf die Aminoséure und 
wahrend der anschlieBenden Titration mit Lauge abspielen, um eine reversible 
Reaktion handle, an der sowohl die NH,- und die COOH-Gruppe, wie 
auch der Formaldehyd und die Lauge beteiligt sind. Der Eintritt des 
Gleichgewichts hiangt also von den Konzentrationen aller dieser Stoffe 
hzw. von der Menge dieser Stoffe und der Menge des anwesenden Wassers 


1) DaB es sich bei der Katalyse der hydrolytischén Spaltung schon 
kolloid gelésten EiweiBes einerseits und bei der fermentativen Auflésung 
koagulierter EiweiBkérper andererseits um zwei verschiedene Wirkungs- 
weisen ,,proteolytischer‘‘ Fermente handeln kérne, wurde anlaBlich cer 
Ausarbeitung der Refraktometermethode schon betont [siehe EH. Kupel- 
wieser, diese Zeitschrift 181, 413 (415), 1922]. Wahrend mit der Refrakto- 
metermethode ausschlieBlich die fermentative Auflésung der festen Eiweib- 
substrate, nicht aber die hydrolytische Spaltung des in Lésung gegangenen 
Substratanteils beobachtet werden konnte, erfaBt man mit der Formol- 
titration die in einem fliissigen Reaktionssystem sich abspielende /hydro- 
lytische Zerlequng des EiweiBmolekiils in seine Bausteine; gerade dies war 
bei der vorliegenden Arbeit beabsichtigt. 


2) Auf den Umstand, da8 die genuinen Proteinstoffe und ihre ersten 
Abbaustufen auBer dem aus Aminoséiuren zusammengesetzten Kern zu 
einem geringen Teile auch Atomgruppen enthalten, bei denen die Bindung 
und die Art der fermentativen Loslésung unbekannt ist, weist S. P. L. 
Sérensen in der in Anm. 2, 8. 299 angefiihrten Arbeit hin. Die obige Uberlegung 
gilt daher nur mit einer auf die Loslésung dieser Atomgruppen beziiglichen 
Einschrinkung, was jedoch bei der Anwendung der Methode nicht ins 
Gewicht fallt. Ebensowenig kann die Ausnahmestellung, die unter den 
EiweiSbausteinen das a-Prolin und das Tyrosin in bezug auf das Verhalten 
bei der Formoltitration einnehmen, die Anwendbarkeit der Methode zu 
dem hier verfolgten Zweck beeintrachtigen. 

8) H. Schiff, Ann. d. Chem. 810, 25, 1899; 319, 59, 286, 1901; 325, 
384, 1902 (zitiert nach Sdérensen). 
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ab?). Ferner hat S. P. L. Sérensen festgestellt, daB bei einer H-lIonen 
konzentration von py 9 bis 9,5 jener Endpunkt der reversiblen Reaktion 
erreicht ist, in welchem praktisch die gesamten COOH-Gruppen durch 
die Lauge abgesittigt sind, und hat gezeigt, wie durch entsprechende Wah! 
des Indikators bzw. der Farbung, bis zu welcher Lauge zuzusetzen ist, die 
Erreichung dieses Endpunktes bei der Titration sichergestellt werden kann. 
Unter Beriicksichtigung dieser Feststellungen hat S. P. L. Sérensen seine 
Methode der ,,Formoltitration’’ angegeben, die es méglich macht, in einer 
Lésung die Anzahl der endstandigen bzw. durch hydrolytische Sprengung 
von Peptidbindungen endstandig gewordenen Aminogruppen titrimetrisch 
zu bestimmen. 


Die Originalmethodik, beziiglich der hier ein Hinweis auf die 
Literatur geniigen mag*®), wurde im Hinblick auf die Besonderheiten 
der vorliegenden Untersuchung aus folgenden Griinden in einigen 
Punkten abgeindert : 

Es handelte sich darum, festzustellen, ob ttberhaupt und, wenn ja, 
in welchem Mae in Gemischen eines Immunserums mit dem Antigen 
der Vorbehandlung proteolytische Vorginge vorkommen, deren voraus- 
sichtlicher Umfang von vornherein als gering anzusetzen war; da 
auBerdem zu jedem Versuch nur kleine Serummengen zur Verfiigung 
standen, war es in erster Linie wiinschenswert, die Empfindlichkeit 
des MeSverfahrens méglichst zu steigern. Des weiteren muBte an- 
gestrebt werden, die Fehlerméglichkeiten sowohl beim Abbauversuch 
wie bei der Titration selbst auf ein Mindestma einzuschrinken. 

Die Empfindlichkeit des MeBverfahrens lieB sich steigern durch eine 
von der Urvorschrift abweichende Art des Messens. Dies erfolgt nach 
der. Vorschrift von S. P. L. Sérensen in der gewoéhnlichen Art des 
Titrierens, indem man, wiahrend des Zusetzens der Lauge zu der hin- 
sichtlich ihres Gehalts an endstandigen Aminogruppen auszuwertenden, 
mit Formol und Indikator versetzten Fliissigkeit, diese beobachtet und 
so lange Lauge zusetzt, bis die fiir den Endpunkt der Reaktion charak- 
teristische Farbung eintritt. Zum Vergleich dient eine Lésung, die 
im angenihert gleichen Volumen gleich viel Formol und Indikator, 
sowie ungefahr gleich viel Salze enthalt wie die zu untersuchende 
Probe. Durch einen Uberschu8 an Lauge hat man der Vergleichslésung 
jene Firbung erteilt, die man als Endpunkt der Titration zu erreichen 
wiinscht, weil sie schitzungsweise einer H-lonenkonzentration von 
Py = 9 bis 9,5 entspricht. Durch Titration in drei Stufen (erste Stufe : 
,schwach rosa‘‘ Farbe; zweite Stufe: ,,deutlich rote‘ Farbe; dritte 
Stufe: ,,stark rote‘ Farbe) und Zuriicktitrieren mittels Salzsiure kann 
das Ergebnis schirfer erfaBt und nachgepriift werden. Zur Titration 


1) Vgl. S. 245 des oben angefiihrten Aufsatzes von H. Jessen-Hansen. 
2) Siehe Anm. 2, 8. 299. 
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verwendet S. P. L. Sérensen 1/5 Lésungen, um beim Titrieren durch 
Zusatz von nur ein bis zwei Tropfen der Lauge oder der Siure einen 
scharfen Farbenumschlag von einer zur anderen Stufe zu erzielen. 
Damit ist aber auch die Empfindlichkeitsgrenze des Verfahrens fest- 
gelegt, denn die eben noch nachweisbare Anzahl endstindiger Amino- 
gruppen ist gegeben durch die geringste Laugenmenge, die einen 
beobachtbaren Farbenumschlag bewirkt und die noch mit Sicherheit 
abgemessen werden kann. Bei dem obigen Titrationsverfahren sind zur 
Erzielung des Farbenumschlags 1 bis 2 Tropfen der n/5 Lauge néotig. 
Da 1 Tropfen ungefahr 0,05 cem entspricht, ergibt die Rechnung, dab 
— entsprechend 2 Tropfen = 0,l ccm n/5 Lauge — geringere Mengen 
als 0,00028 g Aminostickstoff nicht mehr erfaBt werden kénnen'). 


Bei der gew6hnlichen Art des Titrierens wird man aber die Grenze 
der MeBgenauigkeit fir die Laugenzusiatze nicht unter 0,2 cem ansetzen 
diirfen, so daB also erst Aminostickstoffmengen von 0,00056g an- 
gefangen als mit Sicherheit nachweisbar anzusehen waren. 

Bei den folgenden Versuchen sollte lediglich festgestellt werden, 
ob von zwei — im iibrigen gleich zusammengesetzten — Fliissigkeiten 
die eine mehr Aminostickstoff enthalte; es konnte darum ein anderes 
MeBverfahren angewendet werden, das die Erreichung einer héheren 
Empfindlichkeit versprach: Zu gleichen Mengen der beiden, auf ihren 
unterschiedlichen Aminostickstoffgehalt zu untersuchenden Fliissig- 
keiten wurden gleiche Mengen des ,,Formolgemisches“ (Formaldehyd 
+ Indikator) zugesetzt und beide wurden zu einem bestimmten, 
gleichen Volumen mit Wéegsser bzw. mit physiologischer Kochsalz- 
lésung verdiinnt. Nun wurde zuniachst zur Probe A (das ist zu derjenigen 
Probe, bei der im Falle eines Unterschieds der geringere Aminostickstoff- 
gehalt zu erwarten war) so lange Lauge zugefiigt, bis der Indikator 
ansprach und sich ein deutlicher Farbtonunterschied gegeniiber der 
Probe B bemerkbar machte. Dann wurde die gleiche Laugenmenge 
auch zur Probe B zugegesetzt. 

Hatten A und B den gleichen Gehalt an Aminostickstoff, so mubten 
nun beide Proben die gleiche Farbe zeigen. Enthielt B mehr end- 
stindige Aminogruppen, so muBte sich ein Farbenunterschied ergeben, 
da durch den Mehrgehalt von B an COOH-Gruppen entsprechend mehr 
von der in gleicher Menge zugesetzten Lauge neutralisiert wurde. 
Und zwar konnte es in diesem Falle sein, daB in der Probe B der 
Indikator noch gar nicht angesprochen hatte, oder dab — z. B. bei Be- 


1) Da bei der ,,Formoltitration™ fiir jede endstaéndige Aminogruppe 
ein Molekiil einer einsiurigen Lauge verbraucht wird, entspricht gemma 
dem Atomgewicht des Stickstoffs von 14,01 leem der n/5 Lauge 
0,0028 g Amino-N. 








SE 
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nutzung von Phenolphthalein als Indikator — die Rétung der Probe B 
geringer war als die der Probe A. 

Der Farbenvergleich wurde in Anlehnung an das Originalverfahren 
in mehreren Titrationsstadien durchgefiihrt. Ergab sich im ersten 
Stadium ein Farbenunterschied, so wurde zur Probe B bis zur erreichten 
Farbtongleichheit weitere Lauge zugesetzt; die Probe A wurde dann, 
um auch Gleichheit der Farbsattigung zu erzielen, mit Kochsalzlésung 
zum gleichen Volumen erginzt. Hierauf wurde der Farbvergleich 
vorgenommen und unter wiederholtem Zufiigen gleicher Laugen- 
mengen zu beiden Proben in mehreren Titrationsstadien wieder- 
holt, wobei allenfalls noch beobachtete Farbenunterschiede durch 
entsprechende Laugen- bzw. Kochsalzlésungszusitze ausgeglichen 
werden konnten. Aus dem zur Erzielung der Farbengleichheit schlieBlich 
fiir die Probe B notwendig gewordenen Mehrverbrauch an Lauge 
konnte errechnet werden, wieviel Aminostickstoff die Probe B mehr 
enthielt als die zum Vergleich benutzte Probe A. 

Bei dieser Art des Titrierens lieB sich die Genauigkeit bzw. die 
Empfindlichkeit fiir den Nachweis eines Unterschieds beziiglich des 
Aminostickstoffgehalts steigern : 

1. Durch Verwendung einer weniger konzentrierten Lauge, wodurch 
das Einmessen der Lauge genauer und feiner abstufbar wurde. 

2. Durch Anwendung eines Kolorimeters zur Feststellung der 
Farbengleichheit bzw. eines Farbenunterschiedes zwischen der Probe A 
und B. 

Ich verwendete bei den weiter unten beschriebenen Versuchen 
eine n/50 Natronlauge und nahm den Farbvergleich mit einer etwas 
abgeiinderten Hoppe-Seylerschen ,,kolorimetrischen Doppelpipette“ 
vor!); dabei zeigte sich, daB unter meinen Versuchsbedingungen ein 
Unterschied von 0,2ccm im Laugenzusatz zu zwei gleichen Proben 
von je etwa 30ccm Gesamtvolumen noch einen sehr deutlich erkenn- 
baren Farbenunterschied bedingt. Da 0,2 ccm einer n/50 einsdurigen 
Lauge 0,000056 g Aminostickstoff entsprechen, kann man — indem 
man vorsichtshalber nach oben auf 0,00006g abrundet — diesen 
Betrag als Empfindlichkeitsgrenze dieses Nachweisverfahrens fest- 
setzen. 

Im folgenden sei an einigen, als Beispiel angefiihrten Vor- 
versuchen gezeigt, daB sich auch noch geringere Unterschiede des 
Amino-N-Gehalts nachweisen lassen, und daB die Gegenwart von 
Serum (vgl. weiter unten) den Nachweis nicht stért: 


1) Beziiglich der Beschreibung des Apparats und seiner Anwendung 
siehe weiter unten. 
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Diese Vorversuche sind so angestellt, da8 unter den noch genauer zu 
beschreibenden Bedingungen der Hauptversuche je eine Probe A und B 
vergleichsweise titriert wurden. Die Probe A und B enthielt in einem 
Gesamtvolumen von 30 ccm die gleichen Mengen Formolgemisch, 
physiologische Kochsalzlésung und — bei Nr. 2, 4 und 6 — die in Tabelle | 
angegebenen Mengen Pferdeserum. Zum Unterschied von A erhielt aber 
die Probe B einen Zusatz einer Alaninlésung bekannter Konzentration, 
die Probe A dafiir eine volumengleiche Menge destillierten Wassers. 








Tabelle I 
Zur Probe B Mehrverbrauch von Mehrgehalt der Probe B 
“ye eee tl ee eS 
Alaninlésung gefunden | berechnet gefunden _ berechnet enter 
com ccm ccm ccm mg mg mg 
1 10 0 1,06 1,12 0,297 0,314 — 0,017 
2 10 2 1,01 1,12 0,283 0,314 — 0,031 
3 5 0 0,40 0,56 0,112 0,157 — 0,045 
4 5 4 0,45 0,56 0,128 0,157 — 0,029 
5 1 0 0,06 0,11 0,017 0,031 — 0,014 
6 l l 0,10 0,11 0,028 0,031 — 0,003 


Die verwendete Alaninlésung enthielt in 1 ccm 0,200mg «-Alanin (Kahibaum), also in 1 ccm 
0,031 mg Amino-N. Die in der vierten Spalte eingetragenen Zahlen sind mittels des fiir die ver- 
wendete Natronlauge geltenden Faktors von 1,01 berichtigt. 


Aus der letzten Spalte der Zusammenstellung ersieht man, dab 
der Sinn und die GréSenordnung der Fehler unabhangig sind vom 
absoluten Betrag der anwesenden Amino-N-Menge und von der Gegen- 
wart von Serum im Reaktionssystem. In allen Fallen hat man mit einem 
Fehlbetrag von einigen Hundertsteln eines Milligramms gegeniiber dem 
Sollwert des Amino-N zu rechnen. * Die oben angenommene Emipfind- 
lichkeitsgrenze des Nachweises liegt reichlich tiber den gréBten beob- 
achteten Fehlern und den in Versuch 5 und 6 tatsachlich nachgewiesenen 
Amino-N-Mengen. 

Die Ausfiihrung einer Serumuntersuchung gestaltete sich unter An- 
wendung des beschriebenen MeBSverfahrens wie folgt: 

Die zur Verfiigung stehende Menge Immunserum') wurde mittels einer 
in 0,01 ccm geteilten Pipette zu gleichen Teilen auf zwei etwa 50 ccm 
fassende, weithalsige Titrierkolben aus Jenaer Glas verteilt. Wahrend 
zum Inhalt des einen Kolbens ,,A‘*‘ zundéchst kein weiterer Zusatz erfolgte, 
wurde der zweite Kolben ,,B“‘ auBer mit dem Immunserum mit einer 


ebenso genau abgemessenen Menge des Antigenserums*) beschickt, und 
zwar wurde in der Regel zum Immunserum ungefaéhr das halbe Volumen 


1) Es standen bei den hier mitzuteilenden Versuchen etwa 3 bis 
10cem des von den antianaphylaktischen Meerschweinchen gewonnenen 


Immunserums zur Verfiigung. 
2) Bei der hier mitgeteilten Versuchsreihe Rinderserum, bei der nachst- 


folgenden Pferdeserum. 








en 
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Antigenserum zugefiigt. Die Kolben A und B, sowie ein dritter zur Auf- 
bewahrung des Antigenserums dienender Kolben. wurden dann mit Uhr- 
schalchen, deren konvexe Seiten in erhitztes Paraffin getaucht waren, luftdicht 
verschlossen und blieben an einem dunklen Ort unter gleichen Bedingungen 
wahrend einer ,, Versuchsdauer** von etwa 24 Stunden stehen. Nach Ablauf 
dieser Zeit wurde nunmehr auch in den Kolben A die gleiche Menge Antigen- 
serum eingebracht, wie zu Beginn des Versuchs in den Kolben B. Hierauf 
erfolgte die Formoltitration, wobei die Probe A die Rolle der Vergleichs- 
lésung spielte und wobei sich zeigen mute, ob in der Probe B wiahrend 
des 24stiindigen Kontakts des Immunserums mit dem Antigenserum in 
diesem Reaktionssystem eine Proteolyse stattgefunden hatte oder nicht. 
Zur Formoltitration wurden folgende Lésungen verwendet: 

a) 0,5 g Phenolphthalein in 50ccem Alkohol + 50 cem destillierten 
Wassers. 

b) die fiir jede Untersuchung frisch hergestellte Formollésung, be- 
stehend aus 50ccm kiéuflichem (30- bis 40proz.) Formol + leem der 
Indikatorlésung a und einem zu ihrer Neutralisation nétigen Zusatz von 
n/10 NaOH. 

c) n/50 NaOH, die gegen den Zutritt der CO, der Luft durch die 
bekannten MaBnahmen geschiitzt war und aus der Vorratsflasche direkt in 
die Biirette geleitet werden konnte. Der Faktor dieser zur Titration 
dienenden NaQH-Lésung wurde immer wieder kontrolliert und ist 
bei den in der Tabelle II eingetragenen Versuchsresultaten schon be- 
riicksichtigt. 

Es wurden nun zur Probe A und B je 10ecem physiologischer Kochsalz- 
lésung, dann 10 cem der Formollésung (b) und nochmals solche gleiche 
Mengen an Kochsalzlésung zugesetzt, daB das Gesamtfliissigkeitsvolumen 
in jedem Kolben zu Beginn der Titration etwa 30 cem betrug. Diese Reihen- 
folge der Zusiitze wurde deshalb eingehalten, um durch die erste Portion 
der Kochsalzlésung das Serum vor dem Formolzusatz zu verdiinnen, da 
bei einem Zusatz des Formols zum unverdiinnten Serum stérende Ver- 
anderungen zu befiirchten gewesen waren, und auch darum, weil mit der 
zweiten Portion der Kochsalzlésung etwa an den Gefai®Bwinden haftende 
Reste der Formollésung abgespiilt werden konnten. Die angegebene absolute 
Menge der Zusitze wurde gewahlt, einerseits um eines reichlichen Formol- 
iiberschusses gewiB zu sein, andererseits, weil der durch die zugesetzten 
Fliissigkeitsmengen erreichte Verdiinnungsgrad der gegebenen Serum- 
mengen sich fiir die kolorimetrische Beobachtung des Titrationsergebnisses 
als giinstig erwiesen hatte. 

Die eigentliche Titration geschah in der oben beschriebenen Art, 
wobei zum kolorimetrischen Vergleich der beiden Proben ein von F’. Hoppe- 
Seyler urspriinglich zur Bestimmung der Blutfarbe angegebenes Instrument 
Verwendung fand. Dieses, die sogenannte ,,kolorimetrische Doppelpipette“'), 
besteht im wesentlichen aus einer planparallelen Doppelkiivette, deren 
beide Kammern mit den zu vergleichenden Fliissigkeiten gefiillt werden. 
Die Doppelkiivette ist einem Kollimatorrohr unmittelbar vorgeschaltet, 
und die beiden Lichtbiindel, welche die beiden nebeneinanderliegenden 
Kammern der Kiivette und deren gefairbte Inhaltsfliissigkeiten durch- 


1) Siehe Tigerstedt, Handbuch der physiol. Methodik 2. Bd., 2. Halfte, 
8S. 260. Leipz’ g 1911. 
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laufen haben, werden durch einen mit seiner Diagonale in der optischen 
Achse des Kollimatorrohres liegenden Flintglaswiirfel und eine Kollimator- 
linse so gefiihrt, daB zwei scharf aneinandergrenzende Halbkreisfelder ent- 
worfen werden, deren jedes von dem durch eine Kammerhilfte einfallenden 
Licht gleichmaBig erleuchtet wird. Diese Vergleichsfelder werden durch ein 
an das Kollimatorrohr angeschlossenes Fernrohr beobachtet. Da das 
Instrument urspriinglich zur Untersuchung stark gefirbter Fliissigkeiten 
zu dienen hatte, ist die Original-Doppelkiivette nur 5 mm tief. Sie muBte 
fiir den vorliegenden Zweck ersetzt werden durch eine Doppelkiivette, 
welche eine Beobachtung von Fliissigkeiten in dickerer Schicht ermdéglichte. 
Die in Abb. 1 und 2 im Léangs- bzw. Querschnitt abgebildete, bei den 
folgenden Versuchen verwendete Doppelkiivette hatte die in den Ab- 
bildungen angegebenen MaBe; es konnten daher die Fliissigkeiten in einer 
Schichtdicke von 94mm") verglichen werden, was sich als ausreichend 
erwies. Die beiden im iibrigen allseitig geschlossenen Kammerhalften 
trugen am einen Ende oben, am anderen Ende unten je ein Ansatzrohr, 
um — ahnlich wie bei der Originalkammer das Einfiillen der zu unter- 
suchenden Fliissigkeiten sowie eine griindliche Durchspiilung der Kammern 
zu Reinigungszwecken zu ermdéglichen. 
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Durch die beschriebene Abanderung der Formoltitration wurde 
nicht nur ihre Empfindlichkeit erhéht (s. 8.302 und 304), sondern 
es wurden zugleich, wie im folgenden dargetan werden soll, die 
Fehlerméglichkeiten eingeschrankt. 


1. Im allgemeinen wurde danach gestrebt, die Handhabungen 
mit den Sera bzw. mit dem Reaktionssystem auf ein MindestmaB zu 
beschriinken. Dadurch, da8 die Titrierkolben zugleich als Reaktions- 
gefiiBe dienten, war alles Umfiillen vermieden und es hatte auch tat- 
sichlich mit den Sera nichts anderes zu geschehen, als daB sie in die 
betreffenden Kolben in méglichst gleichen Mengen einpipettiert wurden. 
Fehler konnten dabei nur beim Einmessen der Sera entstehen, weshalb 
besondere Sorgfalt auf die Wahl der Pipetten verwendet wurde. Die 
Pipetten erlaubten, die in die Kolben einzubringenden Serummengen 


1) Diese Schichtdicke von 94 mm ergab sich durch einen Irrtum seitens 
der ausfiihrenden Firma, die das bei der Bestellung mit 100 mm angegebene 
InnenmaB als AuBenma’ nahm. 
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auf 0,01 com genau abzumessen, so daB — da es sich immer um mehrere 
Kubikzentimeter Serum handelte — die hier méglichen Fehler in den 
Zehntelprozenten lagen. Um gréBere, etwa durch eine Verschiedenheit 
der Pipetten oder ihrer Teilung bedingte MeBfehler auszuschalten, 
wurden einander entsprechende Operationen bei der Probe A und B 
immer mit der gleichen Pipette und im gleichen Bereich der Pipettenskala 
vorgenommen. 


2. Bei der Titration bestanden die zu vergleichenden Proben A 
und B aus gleichen Mengen der gleichen Serumgemische, aus gleichen 
Mengen des gleichen Formolgemisches und der gleichen Kochsalz- 
lésung*). Der durch den urspriinglichen Gehalt des Serums an end- 
stindigen Aminogruppen und sein Alkalibindungsvermégen, sowie 
durch den jeweiligen CO,-Gehalt der Fliissigkeiten bedingte Ver- 
brauch an Lauge muBte also bei A und B der gleiche sein, da beide 
Proben gleiche Mengen der dafiir maBgebenden Stoffe enthielten; 
ebensowenig konnte die nur beilaufig vorgenommene Neutralisation 
des Formolgemisches einen Unterschied zwischen A und B bedingen, 
da auch dieses in gleichen Mengen vorhanden war. 


Der Unterschied zwischen den beiden Proben bestand aus- 
schlieBlich darin, daB bei A das Serumgemisch unmittelbar vor der 
Titration zusammengesetzt wurde, wogegen es bei B schon etwa 
24 Stunden bestand, wihrend welcher Zeit hier eine Proteolyse, 
also eine Vermehrung der endstandigen Aminogruppen stattgefunden 
haben konnte. Ein falliger Mehrverbrauch an Lauge bei B war also 
quantitativ auf eine Vermehrung der endstandigen Aminogruppen 
zu beziehen und lieferte ein MaB fiir die Anzahl der wahrend 
der Versuchsdauer gesprengten Amidbindungen. [Die Vermeidung 
der Entpufferung ist keine Besonderheit meiner Modifikation des 
Verfahrens; sie wird immer iiberfliissig, wenn man die Formol- 
titration als Differenzmethode zur Verfolgung von Proteolysen an- 
wendet?). Dagegen ist der Ausschlu8 der Fehlerméglichkeiten, die 
mit der Beschaffenheit des Formolgemisches und dem stérenden 
CO,-Gehalt der Verdiinnungsflissigkeit zusammenhangen, ein Vorteil 
der Abanderung.]} 


3. Das Endvolumen von A und B nach der Titration ist streng 
gleich und bei einem negativen Ausfall des Versuchs ist die Konzentration 
aller in A und B vorhandenen Stoffe dieselbe. Diese fiir den Gang der 


1) Das Formolgemisch und die Kochsalzlésung wurden mittels Biiretten 
mit Schellbachstreifen mit den unter 1. beschriebenen VorsichtsmaSregeln 
mit derselben Genauigkeit abgemessen wie die Sera. 

2) Siehe S. 252 des 8.299 unter Anm.2 angefiihrten Aufsatzes von 
H. Jessen-Hansen. 
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reversiblen Reaktion besonders wichtige Bedingung') kann bei dem 
urspriinglichen Verfahren meist nur angenahert erfillt werden. 


4. Durch die Verwendung der mit B vollkommen gleichartig zu- 
sammengesetzten Vergleichlésung A war vermieden, daB die Beurteilung 
der bei der Titration eintretenden Farbanderungen durch die Eigen- 
farbe des Serums gestért werden konnte, und es war méglich, am 
Ende der Titration zu vollkommener Farbgleichheit nicht nur in bezug 
auf die Sattigung, sondern auch in bezug auf Farbton und Nuance 
zu gelangen®). Dies ist bei Anwendung einer nur aus Formol, 
Indikator, Wasser und Lauge bestehenden, vom Reaktionssystem ver- 
schiedenen Vergleichslisung nicht médglich, da in diesem Falle die 
Herstellung einer alle Qualititen der Farben betreffenden Farben- 
gleichung niemals vollkommen gelingen kann. Da die Feststellung 
von Farbengleichheit (besonders mit Hilfe eines, wie oben geschilderten, 
Instruments) zu den allerscharfsten MeBverfahren tiberhaupt gehdért, 
ist die Anwendung des Kriteriums der subjektiv vollkommenen Farben- 
gleichheit eine Gewahr fiir die méglichste Genauigkeit des MeB- 
ergebnisses. 


5. Durch das Vermeiden einer von den zu untersuchenden Fliissig- 
keiten in ihrer Zusammensetzung verschiedenen Vergleichslésung 
fallen auch jene Fehlerméglichkeiten weg, die sich aus der unter Um- 
standen nur mangelhaften Wiederherstellbarkeit einer solchen Ver 
gleichslésung ergeben. 


6. Wahrend Abbauversuche sonst so durchgefiihrt worden waren, da 
ein Teil des Reaktionssystems zu Beginn, ein Teil am Ende der Versuchs- 
dauer durch Formoltitration mit Hilfe einer Vergleichslésung aus- 
gewertet wurde, die beiden Formoltitrationen also, aus deren Ergebnissen 
die Differenz zu bilden ist, zu verschiedenen Zeiten erfolgten, werden bei 
der hier beschriebenen Abanderung des Verfahrens zwei, im tibrigen 
gleiche, aber verschieden lange vor der Titration zusammengesetzte 
Reaktionssysteme unmittelbar nacheinander titriert und die als Mab 
fiir die eventuelle Proteolyse dienende Differenz der Titrationsergebnisse 
wird durch einen simultanen Farbenvergleich gewonnen. Damit ist sicher- 
gestellt, daB die beiden Titrationsergebnisse unter gleichen Bedingungen 
hinsichtlich Temperatur, CO,-Gehalt der Luft und Beschaffenheit 
der Lésungen gewonnen sind; ferner sind alle subjektiven Fehler, wie 
sie — besonders, wenn es sich um Beurteilung von Farbungen handelt — 
bei zwei durch eine Zeitspanne von einem Tage getrennten und méglicher- 


1) Vgl. S. 301 und 304. 
%) Unter Umstainden kann der Farbenvergleich gestért werden durch 
die unter Punkt 8 besprochene Fehlerquelle. 
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weise bei ganz verschiedenen Beleuchtungsverhaltnissen vorgenommenen 
Messungen unterlaufen kénnen, ausgeschlossen. 

7. Eine nicht mit Sicherheit auszuschlieBende Fehlerquelle ergibt 
sich aus der Méglichkeit von bakteriellen Prozessen wahrend der 
Versuchszeit, die je nach ihrer Art und je nachdem sie in der Probe B 
oder in den zur spiteren Herstellung der Probe A aufbewahrten Sera 
auftreten mégen, das Versuchsergebnis im einen oder anderen Sinne 
beeinflussen kénnen. Um diese Fehlerquelle méglichst zu vermeiden, 
wurden bei der Serumgewinnung und -aufbewahrung, sowie bei der 
Zusammensetzung des Reaktionssystems alle VorsichtsmaBregeln der 
Asepsis eingehalten; die verwendeten GlasgefaBe und Pipetten waren 
alle mindestens 20 Minuten lang bei etwa 120°C trocken sterilisiert. 
Auch wurde als Versuchstemperatur im allgemeinen nicht Kérper-, 
sondern Zimmertemperatur gewahlt, welche nach den bisherigen Er- 
fahrungen bei einer Versuchsdauer von 24 Stunden fiir Versuche zum 
Nachweis der Abderhaldenschen Reaktion ausreichen soll. 

8. Eine weitere Fehlerméglichkeit hingt damit zusammen, dab 
in dem schon seit langerer Zeit bestehenden Serumgemisch B sich unter 
Umstanden zur Zeit der Titration eine merkliche Prazipitation zeigte, 
wahrend die Prazipitinreaktion in dem unmittelbar vor der Titration 
zusammengesetzten Gemisch A noch nicht so weit fortgeschritten war. 
Die verschiedene Triibung der Proben A und B stérte dann nicht nur 
den Farbenvergleich, sondern es kénnte diese Erscheinung auch das 
Ergebnis der Untersuchung beeinfluBt haben: 

a) Mit den Prazipitaten konnte eine, wenn auch geringe, Menge 
alkalibindendes Eiweil} und eine Anzahl endstandiger Amino- 
gruppen der Formoltitrierung entzogen werden. 

b) AuBerdem konnten die Prazipitate entstandene Abbauprodukte 
adsorbiert haben. 

Beide Fehlerméglichkeiten wiirden dem durch eine Proteolyse 
bewirkten Effekt entgegenwirken, kénnten also allfallig nur in ge- 
ringem Umfang stattgehabte proteolytische Prozesse verschleiern. 

Die serologischen Vorbedingungen fiir die Gewinnung nicht merklich 
prazipitierender Sera konnten wir nicht ermitteln; jedenfalls aber kommt 
jenen Versuchsergebnissen gréBere Beweiskraft zu, die mit nicht merklich 
prazipitierenden Immunsera von Tieren gewonnen wurden, welche sich 


zur Zeit der Blutentnahme doch in einem — durch ihr Verhalten bei den 
vorangegangenen Reinjektionen — nachweisbaren Zustand der Anti- 


anaphylaxie befunden hatten. 

Zu erwihnen ist noch, daB die hier beschriebene Abanderung der 
Formoltitration nicht der erste Versuch ist, dieses Verfahren genauer und 
empfindlicher zu machen. In dem 8. 299 unter Anm. 2 angefiihrten Aufsatz 
von H. Jessen-Hansen (S. 256, Anm.1) ist eine von A. Clementi aus- 
gearbeitete ,,Mikrotitration mit Formaldehyd* angefiihrt, die ich nur 
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nach den Referaten im Chem. Zentralblatt!) kenne, da mir die Original- 
publikationen der Rémischen Akademie?) nicht erreichbar waren. Es ist 
mir daher unbekannt, ob und inwieweit sich etwa die Methodik Clementis 
mit meiner Modifikation der Formoltitration deckt. 


Beschreibung der Versuche. 


Als Versuchstiere wurden Meerschweinchen, und zwar fast ausschlieBlich 
miannliche, verwendet, da sich bei den vorangegangenen Versuchsreihen 
gezeigt hatte, daB im allgemeinen mannliche Meerschweinchen den ana- 
phylaktischen Schock besser iiberstehen als weibliche. Als Antigen diente 
Rinderserum, wie bei den Versuchen der II. Mitteilung*), an welche 
sich diese Versuchsreihe zeitlich anschloB. Wegen seiner Eigengiftigkeit 
muBte das Rinderserum, wie dort, vor der Verwendung zur Injektion 
30 Minuten lang einer Temperatur von + 56°C ausgesetzt werden. 

Die Vorbehandlung der Versuchstiere geschah, wie dies ebenfalls in 
der LL. Mitteilung (S. 507) ausfiihrlicher beschrieben wurde, durch dreimalige 
intraperitoneale Injektion von je 1 bis 2cem 100fach verdiinnten Rinder- 
serums und zwei, nach einem laingeren Intervall folgende, ebenfalls intra- 
peritoneale Reinjektionen von mehreren Kubikzentimetern unverdiinnten 
Rinderserums. Nach den Reinjektionen wurden die den anaphylaktischen 
Schock bzw. den Zustand der beginnenden Antianaphylaxie anzeigenden 
Temperaturreaktionen der Tiere beobachtet. 5 bis 9 Tage spéiiter, also zu 
einer Zeit, nach der sich die Tiere im Zustand der Antianaphylaxie befanden 
und nach H. Pfeiffer und S. Mita‘) die Bedingungen fiir die Gewinnung 
stark wirksamer Sera am giinstigsten waren, wurden die Tiere aus der 
Art. carotis entblutet und die durch Zentrifugieren gewonnenen Sera der 
Untersuchung zugefiihrt. 


Die folgende Tabelle II enthalt die niheren Angaben iiber die Versuchs- 
tiere, ihre Vorbehandlung und Temperaturreaktion. 


Man sieht aus den Angaoen tiber die Temperaturreaktionen nach 
der ersten und zweiten Reinjektion, daB das Verhalten der Versuchstiere 
kein gleichartiges war: Neben dem typischen Verhalten (starker Tem- 
peratursturz nach der ersten, geringerer Temperaturabfall oder gar keine 
Temperaturreaktion nach der zweiten Reinjektion) kam es vor, daB nach 
der ersten und nach der zweiten Reinjektion gleich starke Temperatur- 
reaktionen auftraten, ein Zeichen, daB sich das Tier zur Zeit der zweiten 
Reinjektion noch nicht im Stadium der beginnenden Antianaphylaxie 
befand, was jedoch nicht ausschloB, daB das Tier bis zur Zeit der Blut- 
entnahme doch antianaphylaktisch geworden war. In einigen Fallen erfolgte 
auf die erste Reinjektion keine, wahrend sich nach der zweiten Reinjektion 
eine deutliche Temperaturreaktion zeigte. Es mag dies seinen Grund 
darin haben, daB die erste als intraperitoneale Einverleibung des Antigen- 
serums beabsichtigte Reinjektion durch Anstechen des Darmes mi®lungen 
war. Diese Tiere diirften also zu jenen zu zahlen sein, die wie Nr. 8 


1) Chem. Zentralbl. 1, 1267, 1916; 2, 332, 1917. 

2) A. Clementi, Atti R. Acc. dei Linci Roma (5) 24, I, 51 und 102, 1915; 
26, I, 261, 1916 (zitiert nach H. Jessen-Hansen). 

3) E. Kupelwieser und H. Wastl, diese Zeitschrift 145, 505, 1924. 

*) Siehe S. 300, Anm.1 a. a. O. 
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Tabelle II. 

.: $g [83 | 8. “Stee” | SEG) “due” | see 
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-sS 28 ~ ~ ° re os m~ 

e | a i> [SR | cm) | SS) com | HS | SS) Tage 
1 o | 600 | 520 20 16 30 | 37.7 355) 30 3811 355 6 
2 oo} 600 | 540, 20) 17 3,0 | 37,7 | 345 3,0 38,1 %5.0 6 
3 o | 550 500 20, 16 30 386 304) 30 | 374 372 6 
4 o 530/530 20 17 30 368 227 30 382 361 5 
5 of 500 580 20 17 430 375 338) 30 371 360 6 
6 o 450 480 15 18 20 368 350 30 | 384 381 5 
7 of | 520/580 20 18 30 | 370 346) 30 374 269 5 
8 of 335 460 16 20 260 346) **) 
9 o | 480 | 350 22 20 | 370 364) 20 | 370 338 6 
10 o 460 320 22 20 | 37.2 242) 20 | 365 375 6 
ll o 410 300 22 20 | 366 330 20 | 368 374 7 
12 ot 440 | 340 20 20 380 372 20 | 360 29 6 
13 ot 560 430 20 20 | 37,1 352) 20 | 370 368 8 
14 o 410 320 20 20 | 374 370!) 20 372 340 9 
15 o 510 400 21 | 20 | 375 362) 20 | 368 346° 8 
16 of 404 | 365 17 | 20 | 378 352) 20 | 382 349 6 
18 467 450 18 25 380 364 33 | 380 362 6 
19 o 420 410 19 30 376 330. **) 
20 o 417/400 |& 16 30 382 330 30 380 342 6 
21 o 427/40 18 116 30 380 332 30 379 355, 6 
22 o | 325 | 2600 $> 2 | 20 | 374 328) 20 | 375 325 5 
23 o | 390 405 |}™ 20 | 25 380 280) 25 380 349 5 
24 o 460 | 470 || & 19 3.0 380 330 3,0 381 340 6 
25 o 360 380 19 25 383 300 25 373 300 6 
26 o 400 )}, ‘| 37,8 34,1 38,4 38,2 
27 | 360 les | 37,6 32,1 37,8 35,0 | 
28 ot | 340 [O58 15 38,0 31,1 38,5 35,5 | 6 
29 ot 400 la’ | = | 382 302|| < | 380 374 | 
30 ¢ 400 JS” > | 37,6 330 \| $ 37,6 348 
31 o 350 370 > 380 @3 {> 37,4 37,1 
32 of 450 | 455 | o (380 342 | 380 356 | 
33 ot 380 420 18 37,5 35,0 382 354 56 
34 of 350 | 362 37.8 33,0 38.1 35,3 
35 co 350 | 400 37,5 332 38,0 35,6 











*) Die Tiere erhielten die in dieser Spalte angegebene Zah! Kubikzentimeter eines 100 fach 
verdiinnten Rinderserums intraperitoneal an drei aufeinander folgenden Tagen. 

**) Hier erhielten die Tiere keine zweite Reinjektion; die Entblutung erfolgte bei beiden 
Tieren 7 Tage nach der ersten Reinjektion. 


und 19 — nur einmal reinjiziert wurden. Es wurden die Sera auch der 
Tiere untersucht, die sich bei den Reinjektionen atypisch verhalten hatten, 
weil es méglich gewesen ware, dabei fiir das Zustandekommen der gesuchten 
Proteolyse giinstige Vorbedingungen zufallig zu finden. Aus dem gleichen 
Grunde wurden die Tiere 8 und 19 absichtlich nur einmal reinjiziert. Die 
Verschiedenheit der Intervalle zwischen letzter Injektion und erster Re- 
injektion, sowie zwischen zweiter Reinjektion und dem Tage der Serum- 
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gewinnung ergaben sich aus d4uBeren Umstanden. Sie iiberschreiten nicht 
jenes Bereich, das — nach den Erfahrungen H. Pfeiffers und S. Mitas') — 
einzuhalten ist, um wirksame Sera zu erhalten. 

Beziiglich der Ausfiihrung der Untersuchungen verweise ich auf die 
einleitende Beschreibung der Methodik. Hier seien nur zwei Versuchs- 
protokolle als Beispiele fiir einen positiv und einen negativ ausgefallenen 
Versuch ausfiihrlich wiedergegeben: 

Versuch vom 27. bis 28. Mai 1923. 
Immunserum l. 

Antigen: 30 Minuten bei + 56°C inaktiviertes Rinderserum. 
Blutgewinnung am 27. Mai, 1 Uhr nachmittags. 
Zentrifugiert » 27. , 1 ,, 45 Minuten nachmittags. 
Versuchsbeginn ,, 27. ,, 2 ,, nachmittags. 


Es wurden eingebracht in den Kolben A: 3,4cem LImmunserum, in 
den Kolben B: 3,4 cem Immunserum + 1,7 cem Rinderserum. 

Dann wurden die Kolben A und B sowie ein dritter, Rinderserum 
allein enthaltender Kolben luftdicht verschlossen und an einem dunklen 


Ort bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Versuchstemperatur (Zimmer- 
temperatur): + 18 bis + 19°C. 


Am 28. Mai, um 3 Uhr nachmittags, wurden die GefaBe geéffnet und 
nun auch in den Kolben A 1,7 cem Rinderserum eingebracht. Keine 
Prazipitation. 

Nun wurden sowohl zur Probe A wie B je 5 cem physiologischer Koch- 
salzlésung, dann 10 ccm Formolgemisch und noch 10.cem physiologischer 
Kochsalzlésung zugesetzt. 

Hierauf erfolgte die Titration mit n/50 NaOH, und zwar in folgender 
Weise: 

Zusatz von 9,5 ccm Lauge zur Probe A, d.h. bis zum Auftreten von 
Hellorangefarbung; dann Zusatz von ebenfalls 9,5 cem Lauge zur Probe B, 
deren hellgelbe, durch die Eigenfarbe des Serums bedingte Farbung sich 
dabei noch nicht anderte (Zeichen fiir einen positiven Versuchsausfall). 

Nun weitere 0,5cem Lauge zur Probe A zugesetzt; diese wird nun 
hellrosa. Zur Probe B ebenfalls noch 0,5 cem zugesetzt, die nun hellorange 
und nach einem Zusatz von weiteren 0,6 ccm Lauge auch hellrosa wird, 
aber immer noch heller als A bleibt. Hierauf zu A noch 0,6 ccm und zu B 
0,75 cem zugesetzt; beide Proben sind nun weinrot und erscheinen dem 
freien Auge gleich gefarbt. 

Probe A wird nun durch Zusatz von 0,75 cem physiologischer Kochsalz- 
lésung auf gleiches Volumen mit B gebracht, und dann wird der Vergleich 
mit dem Kolorimeter vorgenommen, der vollkommene Farbengleichheit 
ergibt. 





Ergebnis: 
Zur Probe A wurden im ganzen 10,60 ccm Lauge, 
» o * - 11,35 ,, 0 
zugesetzt, was fiir B einen Mehrverbrauch an Lauge von 0,75 ccm ergibt 
Das entspricht einer Zunahme an Aminostickstoff um 0,21 mg. 


1) Siehe die 8. 300, Anm. 1 angefiihrte Arbeit. 
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Versuch vom 20. bis 21. Juli 1923. 


Immunserum 13. 

Antigen: 30 Minuten bei + 56°C inaktiviertes Rinderserum. 
Blutgewinnung am 27. Juli, 11 Uhr vormittags, 
Zentrifugiert — oe ll ,, 30 Minuten vormittags. 
Versuchsbeginn ,, 27. ,, c:.. “@ * nachmittags. 

Es wurden eingebracht in den Kolben A: 3,2 cem Immunserum, in 
den Kolben B: 3,2 cem Immunserum + 1,6 ccm Rinderserum. 

Weitere Behandlung wie bei dem vorher beschriebenen Versuch. 
Versuchstemperatur: -+- 20 bis + 21°C. 

Am 28. Juli, um 8 Uhr 45 Minuten nachmittags, wurden in den Kolben A 
ebenfalls 1,6 cem Rinderserum zugefiigt. Eben merkliche Prazipitation in 
der Probe B. 

Hierauf wurden zu A und B je 5ccem physiologischer Kochsalzlésung, 
10cem Formolgemisch und noch 10 cem physiologischer Kochsalzlésung 
zugesetzt und dann mit n/50 NaOH titriert. 


Titration: 








Probe A Probe B 
Zusatz von : : ~ ‘Fasbe ms Zusets von Farbe 
8,88ccm Lauge _hellorange 8,88 cem Lauge < 
0,50 . - orange 0,50 , m4 = 
0,50 , . rosa 0,50 , ‘i | - 
050 . weinrot 0,50 , " ic 
Gesamtverbrauch 10,38 ccm Lauge -- 10,38cem Lauge _— 


Kolorimetrischer Vergleich ergibt Farbengleichheit. 
Ergebnis: Keine Zunaime an Aminostickstoff. 
‘ 


Die wichtigsten Angaben zu diesen und zu den iibrigen Versuchen 
sind in den folgenden Tabellen zusammengestellt, in denen auch die 
bei einigen Versuchen noch zu besprechenden Besonderheiten an- 
gedeutet sind. ; 

Die Anordnung der in der Tabelle III zusammengestellten Versuche 
war, mit Ausnahme folgender Besonderheiten, gleichartig: 

Wahrend bei allen anderen Abbauversuchen im Reaktionssystem (sowie 
zur Vorbehandlung der Tiere) als Antigenserum bei + 56°C inaktiviertes 
Rinderserum benutzt wurde, wurden die Abbauversuche Nr. 20 bis 2: 
ausnahmsweise mit nativem Rinderserum angestellt, um zu sehen, ob etwa 
die Inaktivierung des im Reaktionssystem benutzten Antigens am negativen 
Ausfall der Versuche schuld sei. 

Ferner wurden in zwei Fallen (bei Nr. 10 und 11) die Reaktionssysteme 
mit je 2cem physiologischer Kochsalzlésung verdiinnt, da es nicht aus- 
geschlossen schien, durch Verdiinnung der Reaktionssysteme giinstigere 
Bedingungen fiir den Eintritt und Ablauf einer Proteolyse zu schaffen. 

Endlich ist zu bemerken, daB bei den ersten sieben Versuchen durch 
auBere Umstande die Keimfreiheit der Reaktionssysteme in Frage gestellt war. 








5 


‘ussuayeNeoulmy uspusqoodsjus usj}4>NZpessns WEBI Ul Uap “mzZq Y 9q01g FIP any BBnw] (KE /U WDD Ua;qONBIGI9A OP SsnUlW Gg 9qozg BP Inj 9BnB) 
O¢/4 UID VyqONBIQIZA 9qIBq .19}02NI9M" 19q HOYYOBueqsey mnz siq UONBI] J9p 19g :U2ZUBZayK] BP GouNp UsqoToFuy purs sssyuqoBiesyonss9A 1c] (,, 
JBM JZISMusUIWIESNZ WajsXssUCL AVI SEP Boy 2M SNe 


31 





»° ‘uaqga8 asus (aunsass9pUl y ) wruasustnuy “mzQ (UIN4ISTIQIUIIMYISIII WP ) tunJsosunu | usfusp ap G19} a! JUNZWIGny ul puts ot _ pun .§ |" 4930 i] (. 

a 

9 00'0 000 « LI 8 Of FZ =" G 
Z 00°0 00°0 ands rZ gI om X  ° 6 ¥% 
8 00°0 00° YoRM os ‘I 61 GI ¥% 7 2, oe £&% 
& o - | 00°0 00°0 ands 91 61 1% “X 6 " 8 &% 
= HAayysur yyoiu wni26u; yuy | 00'0 00'O yaeys g‘I RI i £2 > "1Z ‘9% IZ 
o 00°0 00°0 ORM S Ll sl 0€ &% = a. oe 0% 
E 80°0 - oco— =‘ suley ¥'I 8! Of FZ -— 2 +o 61 
od 000 000 andg FI 8I six WW. ‘UU 8I 
be 00'0 00°0 ouloy el el 0€ &2% a oo 91 
= 00'0 00°0 : oI as COZ ¥Z TIA GS * ‘IS GI 
2 00°0 000 ¥ a1 a” «C*dZ 9% IIA = '1B FI 
= 00'0 000 andg 9 IZ 9 02 9% TIA IZ * ‘0 el 
P 020 + oL‘o + ‘ | 7 1Z ¥ ‘TIA 61 * ‘81 ra | 
J —- WauNps9A Funsgizjssyroy"jorshud | O0'O 00°0 a L'0 8! Gl ‘ITA‘LE ‘OI Il 
3 (OT OF He omopehorwonqrey || go'o + | 060+ > Lo 0% si¢@ ‘TIA‘ot “* ‘St ol 
5 90—- 070—- . 61 0% GI & TIA ‘OI “ ‘SI 6 
5 00°0 00°0 ouley Ll o~ a £3 TIA OL | 6 ~ 
a 00°0 00°0 “ ar 03 “ 8I ZS TA ‘9 ? L 
5 00°0 000 7 33 o “ 8 7s im? : S 9 
E 00°0 000 e ro 02 “ 8i GI 3 , & aes G 
& qouSeay “Haqeajyuney ) 000 00'0 : oT 61 “ si Of FZ — os. - t 
+ 00°0 00°0 yaeys oI 6I * st| 8% IA & “ @ € 
s so + «Ole t+ | youmyos = ['Z 6I “ 8I % ‘A ‘6 “ ‘8 | & 
r} IZ0 4 GL'0 4+ euley Li 61 54 81 49s A ‘83 S14 “LZ I 
+ Bu woo wI99 a9 De €z6l 

2 sone . + 
= souspuocsag Nrourmy | one] o¢/u one SV ‘Sl non | a ) syonsia, sap wNgs(] (st) 
7 (oe SIUQ@BI9SYyONSI9 A (, taysAssuiyBay *SYONSIIA — 





‘TTT POL 







eee ee 


eee 


316 E. Kupelwieser : 


In der Tabelle IV sind Versuche zusammengestellt, in denen 
gepriift wurde, ob etwa die Anwendung von Antigenverdiinnungen 
verschiedenen Grades den Eintritt einer Proteolyse begiinstigen. 
Diese Reaktionssysteme wurden zusammengesetzt aus unverdiinntem 
Immunserum und verschieden stark mit steriler physiologischer Koch- 
salzlésung verdiinntem Antigenserum. Um mehrere, im iibrigen ver- 
gleichbare Versuche anstellen zu kénnen und die dazu nétige Menge 
eines gleichartigen Immunserums zu bekommen, wurde zu je einer 
Gruppe von Versuchen ein Gemisch von Immunsera verwendet, die 
von Tieren stammten, deren Temperaturreaktion typisch verlaufen 
war. Bei der ersten Gruppe dieser Versuche wurde zur Herstellung 
der Antigenverdiinnungen inaktiviertes, bei der zweiten aktives Rinder- 
serum benutzt. 

Tabelle IV. 











we 
PS s a 5 5 —— Versuchsergebnis 
3. 2 a2 Es . 
ze s 4 a 3 a . ¥ r* 
$5 Datum des : 3 2 5 ss = = Prazipi- > Z 
S<  Versuchs 8 cE >a - = wee tation a = 
8% 2 >o §Z = 3 ere ~~ = 
Zé 2 - 2a 25 <2 5 # 2 
& 1923 °C e< com, ccm com mg 
Aya 
= | uy, schwach + 0,40 + 0,11 
14.—15. 5 ' / , en | Spur —0,35 —0,10 
y 23h 1k 2 * 9 0 . ’ 
_~ XII. ah1S' | 18-25 ) 1/49 35) 1, keine + 0,45 +4- 0,13 
30 | | '/9s ° —0,40 —0,11 
= | 1 1 Spur 0,00 0,00 
“ 17.—18. 5 : +. 0,25, +- 0,07 
, b = ** 4 ” ’ , 
= XII. 24 18 I dy « 40 1,0 0:00 0.00 
35 | | ‘eo » 0,00 0,00 


*) Antigenserum inaktiviert. 
**) Antigenserum aktiv. 


Auf die Wiedergabe der Kontrollversuche, die mit Gemischen von 
Normalmeerschweinchenserum und Rinderserum angestellt wurden, 
glaube ich verzichten zu kénnen, da sie entweder negativ ausfielen oder 
kleine positive oder negative Ausschlige von derselben GréBenordnung 
und Haufigkeit ergaben, wie sie bei Immunserumversuchen der 
Tabelle ITI vorkamen, insoweit diese unter hinreichenden Vorkehrungen 
fiir Asepsis ausgefiihrt worden waren. 


Ergebnis. 
Wie aus der Tabelle ITI ersichtlich ist, kamen bei den 24 Haupt- 


versuchen 20 Null- bzw. negative und vier positive Ausschlige vor. 
Beziiglich dieser vier positiven Ausschlage ist jedoch zu sagen, daB zwei 
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davon [bei Nr. 1 und 2')] bei den Versuchen mit fraglicher Keimfreiheit 
vorkamen, weshalb ihnen kein groBes Gewicht beizumessen ist, und daB 
einer (+ 0,2 ccm bei Nr. 10) an der Empfindlichkeitsgrenze der Methode *) 
liegt und daher kaum als positiver Versuchsausfall zu zihlen ist, zuma] 
negative Ausschlige von der gleichen GréBenordnung vorkommen. Dies 
zeigt — zusammen mit den oben erwahnten Erfahrungen bei den Kontroll- 
versuchen —, da man mit Versuchsfehlern von eben dieser GréBen- 
ordnung zu rechnen hat. Es bleibt also nur das Ergebnis von Nr. 12 
mit + 0,7cem als einziger positiver Versuchsausfall tibrig, bei dem 
kein besonderer Einwand gemacht werden mu. Als Ergebnis der 
Hauptversuche ist also zu verzeichnen, daB von 24 Versuchen einer 
positiv, drei fraglich und 20 negativ ausgefallen sind. Es ist klar, daB 
bei diesem einen positiven Versuch nicht auf eine stattgehabte spezifische 
oder doch in spezifischer Weise ausgeliéste Proteolyse geschlossen 
werden darf, sondern daB man viel eher an die Méglichkeit eines aus- 
nahmsweise gréBeren Versuchsfehlers zu denken hat. 

Die Méglichkeit, daB die 8. 310 unter 8. angefiihrte und von vorn- 
herein nicht auszuschlieBende Fehlerquelle eine in den Serumgemischen 
regelmaBig auftretende Proteolyse hatte verschleiern kénnen, ist an 
der Hand der Tabelle IJ] nunmehr abzulehnen, denn man sieht, da8 
auch dort, wo keine merkliche oder nur spurenweise Priizipitation 
stattgefunden hatte, keine regelmiéBigen positiven Ausschlige der 
Formoltitration auftraten. 

Aus den Tabellen II und III zusammen ersieht man ferner, dab 
zwischen der verschiedenen Art der Vorbekandlung und dem ver- 
schiedenen Verhalten der Tiere bei den Reinjektionen einerseits und 
dem Ausfall der Versuche andererseits kein systematischer Zusammen- 
hang besteht. Endlich ergibt sich aus den in der Tabelle [V zusammen- 
gestellten Versuchen und aus den Versuchen 20 bis 23 der Tabelle III, 
daB auch die Verwendung von nativem Rinderserum als Antigenserum 
beim Abbauversuch und die Verwendung verschieden stark verdiinnten 
Antigenserums an dem negativen Gesamtergebnis der ganzen Versuchs- 
reihe nichts andern konnte). 

1) Das Ergebnis von Nr. 2 ist schon wegen seiner auffallenden GréBe 
verdachtig. 

*) Beziiglich der Empfindlichkeit des Verfahrens siehe 8. 304. 

3) Bei den in der Tabelle IV zusammengestellten Versuchsergebnissen 
kommen die kleinen positiven Ausschlige in gleicher Zahl und GréBen- 
ordnung vor wie die negativen Ausschlige. Ihre Verteilung zeigt keine 
Beziehung zum Grad der Antigenverdiinnung und zum Zustand des 
Antigenserums. Da’ von Null abweichende Ausschlage hier haufiger sind 
als bei den Hauptversuchen, mag damit zusammenhadngen, da infolge 


der Herstellung der Antigenverdiinnungen und der damit verbundenen 
Manipulationen die Asepsis schwieriger aufrechtzuerhalten ist. 
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Aus der ganzen Versuchsreihe haben sich also keine Anhaltspunkte 
dafiir gewinnen lassen, da bei Verwendung antianaphylaktischer 
Meerschweinchen als Spender von Immunserum und Anwendung von 
Rinderserum als Antigen in Gemischen des Immunserums mit dem 
spezifischen Antigen proteolytische Prozesse stattfinden. Es muB 
hierzu, unter Hinweis auf 8S. 299, angefiihrt werden, daB der Nachweis 
der in Frage stehenden proteolytischen Prozesse mit einer Methode 
versucht wurde, mit der ein durch Proteolyse bedingtes Auftreten von 
0,00006 g ,,formoltitrierbaren“ Aminostickstoffs hatte erfaBt werden 
kénnen. Wenn also solche proteolytische Prozesse vorkommen, so 
erreicht ihr Umfang unter den hier eingehaltenen Versuchsbedingungen 
nicht die oben angegebene Empfindlichkeitsgrenze des angewandten 
Nachweisverfahrens. 

(Beziiglich der Zusammenfassung verweise ich auf den SchluB de 
nachstehenden sechsten Mitteilung.) 








Versuche iiber die Nachweisbarkeit 
immunisatorisch bedingter Fermentprozesse. VI. 


Von 
Ernst Kupelwieser und Ernst Navratil. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitét Wien.) 


(Eingegangen am 11. September 1926.) 


Die folgende Versuchsreihe schlieBt sich unmittelbar an die in 
der fiinften Mitteilung') behandelten Versuche an. Aus den schon in 
der dritten Mitteilung*) ausfiihrlich dargelegten Griinden, die uns 
damals veranlaBt hatten, die zunichst mit Rinderserum als Antigen 
unternommenen Refraktometerversuche mit Pferdeserum als Antigen 
zu wiederholen, schien es (nach dem negativen Ergebnis der mit Rinder- 
serum als Antigen angestellten Sérensenversuche) nunmehr auch hier 
angezeigt, eine Versuchsreihe anzuschlieBen, bei der an Stelle des 
Rinderserums Pferdeserum trat. Es bietet dieses gegeniiber Gem Rinder- 
serum den Vorteil, daB es wegen seiner geringeren Eigengiftigkeit ohne 
vorherige Inaktivierung zur Sensibilisierung der Meerschweinchen 
benutzt werden kann, und war aus diesem Grunde auch bei den Ver- 
suchen von H. Pfeiffer und S. Mita*), die uns als Grundlage fiir die 
serologische Vorbehandlung der Versuchstiere dienten, als Antigen 
verwendet worden. 

Unter Hinweis auf die unmittelbar voranstehende fiinfte Mitteilung 
eriibrigt sich eine Beschreibung der Methodik und der Versuche, da 
auBer durch die Verwendung eines anderen Antigens (nativen Pferde- 
serums) zur Vorbehandlung der Meerschweinchen und in den Reaktions- 
systemen am Versuchsplan nichts geaindert wurde. In den folgenden 
Zusammenstellungen sind in gleicher Weise, wie friiher, die auf die 
Vorbehandlung der Versuchstiere und auf die Versuche selbst be- 
ziiglichen besonderen Angaben enthalten. 


!) Siehe die unmittelbar voranstehende V. Mitteilung von EZ. Kupel- 
wieser. 

2) E. Kupelwieser und E. Navratil, diese Zeitschrift 160, 75, 1925. 

3) H. Pfeiffer und S. Mita, Zeitschr. f. Immunitatsforsch, 6, 18, 1910. 
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Tabelle I. 
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Man sieht an den Temperaturreaktionen nach der ersten und zweiten 
Reinjektion, daB — mit Ausnahme des Versuchstieres 46 — alle Tiere 
typisch reagierten. . 

An Besonderheiten, ist bei den Versuchen hervorzuheben, da8 in 
einigen aus der Tabelle II ersichtlichen Fallen bei entsprechend abgekiirzter 
Versuchsdauer die Abbauversuche zum Teil bei Kérpertemperatur angestellt 
wurden, und da8B — um Abbauversuche auch mit absolut gréBeren Serum- 
mengen ausfiihren zu kénnen — Mischsera von Versuchstieren verwendet 
wurden, die ahnliche Temperaturreaktionen gezeigt hatten. 


Ergebnis. 

Wenn man von dem Versuch mit Serum 46 absieht, weil dieses 
Serum von einem Tiere stammte, dessen erfolgreiche Sensibilisierung 
wegen des Ausfalls seiner Temperaturreaktionen nicht feststand, so 
ist als Ergebnis zu verzeichnen, daB bei neun Untersuchungen drei 
positive, ein negativer und fiinf Nullausscblage vorkamen. Von den 
drei positiven Ausschligen entfallen zwei auf Untersuchungen, bei 
denen die Sterilitét nicht ganz einwandfrei war und im itibrigen liegen 
alle drei positiven Ausschlage so knapp an der Empfindlichkeitsgrenze *) 
der Methode, daB sie viel eher als Versuchsfehler denn als Beweis fiir 
eine stattgehabte spezifische Proteolyse aufzufassen sind. Wenn die 


1) Vgl. V. Mitteilung, 8. 304 und 317. 
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322 E. Kupelwieser u. E. Navratil: 


Anzahl der Versuche auch gering ist, so ist fiir die aus dieser Versuchs- 
reihe zu ziehenden Schliisse doch als besonders schwerwiegend hervor- 
zuheben, daB gerade bei den mit gréBeren absoluten Serummengen 
angestellten Versuchen keine, auch nur geringe, positiven Ausschlige zu 
beobachten waren, und daf die Immunsera von Tieren mit typischen 
Temperaturreaktionen stammten, welche in bezug auf das Zustande- 
kommen der in Frage stehenden Proteolyse besonders wirksame Sera 
hatten liefern sollen. 

Es hat sich also auch bei Verwendung von nativem Pferdeserum 
als Antigen kein Anhaltspunkt dafiir ergeben, daB in Gemischen von 
Immunsera antianaphylaktischer Meerschweinchen mit diesem zur 
Vorbehandlung benutzten Antigenserum proteolytische Prozesse statt- 
finden. 


Zusammenfassung der V. und VI. Mitteilung. 

AnschlieBend an die friiher mitgeteilten Refraktometerversuche '), 
bei denen sich herausgestellt hatte, daB ‘menschliches Schwangeren- 
serum und das Serum antianaphylaktischer Meerschweinchen nicht 
imstande sind, die entsprechenden spezifischen Trockensubstrate 
(Plazentatrockenprotein bzw. Rinder- und Pferdeserumtrockenprotein) 
fermentativ aufzulésen, wurde untersucht, ob sich die Abderhaldensche 
Reaktion nachweisen |a{t, wenn mit einem fliissigen Reaktionssystem 
gearbeitet wird, d. h. wenn man das Antigen nicht als stark verandertes 
Trockenprotein, sondern in méglichst unverindertem Zustand mit dem 
Immunserum zusammenbringt. 

Als Versuchstiere dienten Meerschweinchen, die mit inaktiviertem 
Rinderserum bzw. mit nativem Pferdeserum vorbehandelt worden 
waren und deren Serum im allgemeinen gewonnen wurde, wahrend sich 
das Versuchstier im Zustand der Antianaphylaxie, also in einem nach 
H. Pfeiffer und S. Mita®) fiir die Gewinnung hochwirksamer Immun- 
sera besonders giinstigem Zustande befand; als Antigen wurde 
bei den Abbauversuchen das bei der Vorbehandlung gebrauchte 
artfremde Serum benutzt. Die Fahndung nach den in Frage stehenden 
Fermentprozessen wurde mittels der Formoltitrationsmethode nach 
S. P. L. Sérensen unternommen, die es erlaubt, eine der wesentlichsten 
Seiten fermentativer Proteolysen — die hydrolytische Sprengung der 
Saure-Amidbindungen des EiweiBmolekiils — quantitativ zu erfassen. 
Das urspriingliche Verfahren wurde im Hinblick auf méglichste Ver- 
meidung von Fehlerquellen und Steigerung der Empfindlichkeit so 
abgeandert, daB in den untersuchten Reaktionssystemen regelmabig 

1) A.a.O., siehe IV. Mitteilung, diese Zeitschrift 160, 88, 1925. 

2) Siehe V. Mitteilung, 8S. 300, a. a. O. 
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stattgehabte Zunahmen an endstandigem Aminostickstoff, von 0,00006 g 
angefangen, sich der Beobachtung nicht hatten entziehen kénnen. 

Als Gesamtergebnis der in den vorstehenden Mitteilungen be- 
schriebenen Versuchsreihen ist zu verzeichnen, da8 im Empfindlichkeits- 
bereich unseres Nachweisverfahrens keme Anzeichen dafiir auftraten, 
daB in den aus Immunserum und spezifischem Antigen bestehenden 
Gemischen proteolytische Prozesse regelmaiBig stattfinden. 

Wir wollen uns auf diesen Bericht iiber die Versuchsergebnisse 
beschranken und uns vorlaufig aller auf die Berechtigung der Abder- 
haldenschen Lehre von den spezifischen Serumfermenten bzw. auf das 
Vorkommen  spezifisch ausgeléster, unspezifischer Serumferment- 
reaktionen enthalten, da unserem negativen Versuchsergebnis zahl- 
reiche positive anderer Untersucher gegeniiberstehen, deren Unter- 
suchungsmethoden zwar schwerer auszuschlieBende Fehlermdéglich- 
keiten mit sich bringen, an Empfindlichkeit aber das von uns an- 
gewandte Verfahren iibertreffen mégen *). 


1) Die in der ITI., V. und VI. Mitteilung behandelten Untersuchungen 
sind gréBtenteils in Graz mit EZ. Navratil ausgefiihrt und spéter in Wien 
abgeschlossen worden. 








Versuche tiber die Nachweisbarkeit 
immunisatorisch bedingter Fermentprozesse. VII. 


(Modifikation des van Slykeschen Apparates zur Bestimmung von primirem 
aliphatischen Aminostickstoff.) 


Von 
Ernst Kupelwieser und Karl Singer. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 11. September 1926.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Eine Reihe vorangegangener Untersuchungen war der Frage 
gewidmet, ob sich die sogenannte ,,Abderhaldenreaktion“ unter 
serologisch besonders giinstigen, aber methodisch méglichst strengen 
Bedingungen nachweisen lasse. Hierzu wurden Methoden gebraucht, 
deren Fehierquellen sich durch Ausarbeitung fiir den besonderen 
Anwendungszweck méglichst einschrinken bzw. quantitativ be- 
herrschen lieBen und deren tunlichst gesteigerte Empfindlichkeit 
zahlenmaBig ermittelt werden konnte. Die Versuche (erste bis vierte 
Mitteilung), welche auf die fermentative Auflésung eines festen 
Antigenpriparats im Immunserum gerichtet waren, wurden mittels 
der Refraktometermethode!) ausgefiihrt, von der sich zeigen lieB, 
daB sie ausschlieBlich die dort in Frage stehende Seite der Proteolyse — 
nimlich die fermentative Auflésung des festen Substrats — zur Beob- 
achtung bringt. Nachdem diese Versuche durchweg negativ aus- 
gefallen waren, wurde der Nachweis der Abderhaldenreaktion im 
fliissigen Reaktionssystem versucht (fiinfte und sechste Mitteilung), 
wobei an Stelle des festen Substrats das méglichst unveranderte Antigen- 


1) F. Pregl und M. de Crinis, Fermentforschung 2, 58, 1917; Quan- 
titative Ausarbeitung der Methode 2. Kupelwieser, diese Zeitschrift 1381, 
413, 1922. 
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serum trat und mit der (etwas abgeanderten) Sérensen-Formoltitration ') 
ein Verfahren zur Anwendung kam, das die andere, die wesentlichste 
Seite einer Proteolyse — die hydrolytische Sprengung der Sdure-Amid- 
bindungen des EiweiBmolekils — quantitativ erfaBt. Bevor aus dem 
negativen Ergebnis auch dieser Versuchsreihen Schliisse iiber das 
Vorkommen der Abderhaldenreaktion zu ziehen waren, schien eine 
Nachpriifung mit Hilfe der Methode zur Aminostickstoffbestimmung 
nach D. D. van Slyke angezeigt, da dieses Verfahren die zuletzt an- 
gefiihrte Wirkungsweise proteolytischer Fermente in anderer Weise 
und — wie sich hoffen lie8 — empfindlicher anzeigt. Im Laufe der 
mit der Methode angestellten Vorversuche ergab sich eine Ab- 
inderung des von van Slyke hierfiir angegebenen Apparats und 
MeBverfahrens, iiber die zunichst gesondert berichtet werden soll, da 
die Abanderungen auch fiir andere als die hier von uns beabsichtigten 
Zwecke von Vorteil sein kénnen. 


Modifikation des D.D.van Slykeschen Apparats zur Aminostickstoff- 
bestimmung. 

Die van Slykesche Bestimmung des Aminostickstoffs beruht bekanntlich 
auf der Eigenschaft primarer aliphatischer Aminogruppen, mit salpetrige: 
Saure in folgender Weise zu reagieren: 

R.NH, + HNO, » R.OH + N, + H,O, 


wobei der Stickstoff in Gasform entweicht, so da die Reaktion quantitatiy 
im Sinne des Pfeiles verliuft. Die zur obigen Reaktion bendétigte salpetrige 
Saure wird im van Slykeschen Apparat aus Natriumnitrit und Eisessig 
erzeugt; sie zersetzt sich dauernd unter Bildung von Stickoxyd. 

Dieses ist also in wechselnder Menge dem zu bestimmenden Stickstoff 
beigemengt. In einer Hempelschen Pipette li8t man das Stickoxyd von 
einer alkalischen Permanganatlésung absorbieren, worauf der allein iibrig- 
bleibende Stickstoff in einer Gasbiirette abgemessen werden kann. 


Beziiglich aller Einzelheiten und der Bauart des Originalapparats 
verweisen wir — um Wiederholungen méglichst zu vermeiden — auf 
die ausfiihrliche Beschreibung des Verfahrens in Abderhaldens ,,Hand- 
buch der biologischen Arbeitemethcden“*). Hier seien an Hand der 


1) Beziiglich der Modifikation der Formoltitration siehe LE. Kupelwieser 


(V. Mitteilung), diese Zeitschrift 178, 298, 1926; sowie HE. Kupelwieser 
und E. Navratil (V1. Mitteilung), ebendaselbst 178, 319, 1926. Dort sind 
auch die vorangegangenen Mitteilungen angefiihrt. 

*) D. D. van Slyke, ,,Die gasometrische Bestimmung von primirem 
aliphatischen Aminostickstoff und ihre Anwendung auf physiologisch- 
chemischem Gebiet**. Abderhaldens Handbuch d. biol. Arbeitsmethod.., 
Abt. I, Teil 7, Berlin-Wien 1923. Siehe dort auch die betreffende Original- 
literatur. 


Biochemische Zeitschrift Band 178. 22 
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folgenden Abb. 1 nur die von uns vorgenommenen Abanderungen kurz 
beschrieben : 



































Abb. 1. 
Links : Vorderansicht, rechts: unvolistandige Seitenansicht der Hauptbestandteile des Apparats. 
A EinfillgefaB fiir die Reagenzien, 
B Graduiertes EinfiillgefafS fiir die zu untersuchende Fliissigkeit, 
D DesamidierungsgefaB, 
H Verbindungsrohr zur (nicht abgebildeten) Hempelpipette, 
Graduiertes Rohr der Gasbiirette, 
Erweiterung der Gasbiirette, 
Fillkugel, 
Vierwegstiick, in dem die Entleerungse bzw. Uberlaufleitungen sich vereinigen 
(Beziiglich der iibrigen Bezeichnungen siehe die folgende Beschreibung.) 


is Me 


Die Grundform des Originalapparats ist im wesentlichen bei- 
behalten. Geiandert wurde die Verbindung des GefiBes A mit D, die 
bei der urspriinglichen Form in der Art des (punktiert eingezeichneten) 
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Rohrstiicks C’ hergestellt ist, wobei es nicht ganz ausgeschlossen war, 
daB infolge des Schiittelns waihrend der Reaktion Gasblasen von D 
nach A entweichen und so kleine Anteile des frei werdenden Stickstoffs 
fiir die Messung verloren gehen. Um diese Fehlerméglichkeit aus- 
zuschlieBen, lieBen wir das Verbindungsrohr C an der tiefsten Stelle 
des DesamidierungsgefaBes in dieses einmiinden; dorthin wurde auch 
der friiher bei 1’ angebrachte Hahn 1 verlegt. An der tiefsten Stelle des 
Rohres C erhielt der Entleerungshahn 2 seinen Platz. 

Eine geringfiigige zweite Anderung betrifft die Verbindung des 
DesamidierungsgefiBes D mit der Gasbiirette Z: Die durch einen 
Schlauch verbundenen Rohrenden E und F wurden so gelegt, daB sie 
in die Verlingerung der Achse 2—z zu liegen kamen, um die sich das 
Desamidierungsgefi8 und die mit ihm starr verbundenen Teile beim 
Schiitteln drehen. Dadurch ist die Ubertragung von groben Schiittel- 
bewegungen auf die Gasbiirette vermieden und die sonst nicht un- 
erhebliche Bruchgefahr beseitigt. 

Weitere Abanderungen, die sich auf die Abmessungen einzelner 
Teile des Apparats beziehen, ergaben sich aus dem _ Bestreben, 
die im Makroapparat analysierbaren, verhiltnismaBig groBen Aus- 
gangsmengen mit der Empfindlichkeit des Mikroapparats untersuchen 
zu kénnen. In der folgenden Tabelle sind die wichtigsten MaBe und die 
Ableseméglichkeiten der beiden Originalapparate und unserer Modi- 
fikation zusammengestellt. 


Tabelle I. 








Inhalt des Gefafes Gasburette 
Type A B D Inhalt ‘rilung| Ablesemdglichkeit 
ccm ccm ccm cem in com, durch Schitzung 
Orig. Makroapparat || 35 10 40—45 10 | Ol 0,05 
Orig. Mikroapparat 15 2 10—12 3 0,01 0,005 
Modifikation .. . 50 15—20 45 5 0.01 0,005 


Das GefaiB A bzw. das Rohr C hat vom Hahn 1 bis zur Marke a 
im GefaiB A einen Inhalt von 7,5ccm. Der untere Teil des Ge- 
faBes B besteht aus einer Kapillare mit Schellbachstreifen, die 
zwischen den Marken c und d 0,5 ccm faBt und auf dieser Strecke in 
0,01 ccm geteilt ist; bis zur Marke e faBt das GefaB 15 ccm. Eventuell 
kann weiter oben eine Marke bei 20 ccm Inhalt angebracht werden. 
Das GefiB D enthalt bei Fiillung bis zur Marke 6 20ccm. In der 
Gasbiirette ist die 0-Marke f knapp unterhalb des Wechselhahns 5 
angebracht, die Endmarke g liegt vor dem Ubergang der Kapillare 
in die etwa 250 ccm fassende Erweiterung. 


99% 
22 








ce 
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Handhabung des Apparats. 


Zu Beginn des Versuchs ist die Hempelpipette und das Rohr #H bis 
zum Hahn 5 mit Kaliumpermanganat, die Gasbiirette sowie die Ver- 
bindung F—£ bis zum Dreiweghahn 4 mit Wasser gefiillt'). Der Dreiweg- 
hahn ist so gestellt, daB das Desamidierungsgefa8 durch den Schlauch ( 
nach dem Vierwegstiick K hin offen, aber gegen E abgeschlossen ist. Die 
Gasbiirette ist durch den Hahn 5 sowohl gegen F, wie gegen H, das Des- 
amidierungsgefa8 durch den Hahn 3 gegen B abgeschlossen. 


Sind diese Vorbereitungen getroffen, so wird bei verschlossenen 
Hahnen 1 und 2 in das Gefé8 A Eisessig eingefiillt; Luftblasen im Rohr C 
werden durch Schwenken des Apparats entfernt, und der Meniskus des 
Eisessigs wird durch Ablassen des Uberschusses durch den Hahn 2 auf die 
Marke a eingestellt. Man li6t nun in das Desamidierungsgefi8B D durch 
den Hahn | so viel vom Eisessig iibertreten, da8B nur noch im Rohr C etwas 
davon zuriickbleibt, worauf bis zur oberen Verengung von A mit Natrium- 
nitritlésung aufgefiillt wird. Hierauf wird mit dem Offnen des Hahnes 1 
der Weg zum Desamidierungsgefai8 freigegeben, so daB8 die eintretende 
Fliissigkeit die noch in PD befindliche Luft durch den Hahn 4 nach G aus- 
treibt. Jetzt wird durch rasches Umstellen des Hahnes 4 — unter gleich- 
zeitigem AbschluB gegen G—D mit E verbunden. Schon wahrend des 
Verdraingens der Luft hat in D die Entwicklung von Stickoxyd begonnen ; 
diese wird — beschleunigt durch Schiitteln des DesamidierungsgefaBes 
so lange fortgesetzt, bis das entstehende Gas so viel Fliissigkeit nach A 
zuriickgedrangt hat, daB D nur noch bis zur Marke 6 mit Reagens gefiillt 
bleibt. Dann schlieBt man den Hahn | und stellt durch den Hahn 5 die 
Verbindung zwischen Desamidierungsgefa8 und Gasbiirette her. Nun ist 
noch aus der Bohrung des Winkelhahnes 3 die Luft mittels Wasser von B 
her zu verdrangen, worauf die zu untersuchende Fliissigkeit in das Gefa8B 2} 
eingefiillt werden kann. Je nachdem, ob es sich um kleinere oder gréBere 
Fliissigkeitsmengen handelt, wird nur der untere kapillare Teil oder das 
ganze GefiB B gebraucht. 

Das Einbringen der zu untersuchenden Fliissigkeit in das Des- 
amidierungsgefaB geschieht in folgender Weise: Die mit J durch einen 
entsprechend langen Schlauch verbundene, Wasser enthaltende Fiillkugel A 
wird gesenkt, so daB in D ein Unterdruck entsteht, wodurch die in B be- 
findliche Fliissigkeit nach Offnen des Hahnes 3 in das Desamidierungs 
gefaB eingesaugt wird. Soll eine abgemessene Menge der Probe eingebracht 
werden, so benutzt man hierzu die Graduierung des GefaiBes B; will man 
eine zur Verfiigung stehende Fliissigkeitsmenge zur Géanze analysieren, 
so wird nach tunlichst riickstandslosem Uberfiihren der Probe nach D 
das Gefi8 B mit Wasser gespiilt und dieses der Probe nachgeschickt. Um 
dabei den Eintritt von Luft in D zu vermeiden, mu8 darauf geachtet werden, 
daB die Fliissigkeit in B nie unter die Nullmarke c sinkt. 


Nach sorgfiltigem VerschlieBen des Hahnes 3 wird D mittels der 
(wie beim Originalapparat angebrachten) Schiitteleinrichtung 5 bis 10 Mi- 
nuten lang geschiittelt. Wahrend dieser Zeit geht die eingangs angefiihrte 
Reaktion (die ,,Desamidierung‘') vor sich; gleichzeitig wird infolge der 
andauernden Zersetzung der salpetrigen Saéure weiteres Stickoxyd gebildet. 


1) Es ist darauf zu achten, da8 auch die beiden Bohrungen des Hahnes 5 
mit den betreffenden Fliissigkeiten gefiillt werden. 
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Der gréBte Teil der entstehenden Gase (Stickstoff und Stickoxyd) ent- 
weicht schon wahrend des Schiittelns in die Gasbiirette; der Rest wird 
nachher, sobald man den Hahn | 6ffnet, einerseits durch den von A her 
wirkenden Luft- und Fliissigkeitsdruck, andererseits infolge des in der 
Gasbiirette herrschenden Unterdrucks in diese hiniibergefiihrt. Man 
schlieBt, sobald dies vollstandig geschehen, den Hahn 5, stellt durch Heben 
der Fiillkugel einen Uberdruck her und gibt nun den Weg von der Gas- 
biirette zur Hempelpipette so lange frei, bis das ganze Gas in diese iiber- 
getreten ist. Nunmehriges, etwa 3 Minuten langes Schiitteln der Hempel- 
pipette reicht erfahrungsgem&B8 zur vollstandigen Adsorption des Stick- 
oxyds durch die alkalische Permanganatlésung aus. 

Das iibrigbleibende Gas (reiner Stickstoff) wird, indem man die Fiill- 
kugel senkt, durch den wieder geéffneten Hahn 5 zur Ganze in die CGas- 
biirette getrieben und dort eingeschlossen'!). Jetzt bringt man den Fliissig- 
keitsspiegel in der Fiillkugel in die Héhe des unteren Fliissigkeitsmeniskus 
in der Gasbiirette und liest an dieser die gewonnenen Kubikzentimeter 
Stickstoff als MeBergebnis ab. 

Zur Berichtigung bzw. zur Sicherstellung des Resultats sind folgende 
MaBnahmen notwendig: 

a) Bestimmung des Blindwertes: Das kaufliche Natriumnitrit enthalt 
fast immer Verunreinigungen, die beim Zusatz des Eisessigs kleine Mengen 
Stickstoff entwickeln, welche in Vorvers::chen zu ermitteln und von den bei 
den Aminostickstoffbestimmungen gefundenen Werten in Abzug zu bringen 
sind. 

b) Priifung auf Vollstaéndigkeit der Absorption des Stickoxyds, die 
am Ende jedes Versuchs durch neuerliches Schiitteln des Gases in der 
Hempelpipette und Wiederholung der Volumenbestimmung zu geschehen hat. 

c) Priifung auf Vollstandigkeit der Desamidierunhgsreaktion: Nach 
erfolgter Volumenbestimmung wird das in der Gasbiirette befindliche Gas 
durch den Hahn 4 nach G ausgetrieben, so daB nun die Gasbiirette und die 
Verbindungsleitung F—E wieder mit Wasser gefiillt sind. Nun kann mit 
der im Desamidierungsgefa8 verbliebenen Fliissigkeit, die weiter Stickexyd 
entwickelt, ein neuerlicher Versuch ausgefiihrt werden. Als Zeichen fiir 
die vollstandig erfolgte Désamidierung darf der jetzt gefundene Wert die 
GréBe des Blindwertes nicht iiberschreiten. 


Fraktioniertes Messen gréBerer Sticksto{fvolumina. 

Bei Versuchen, die der eine von uns (K. Singer) mit Hilfe des 
modifizierten Apparats durchfiihrte, traten mehr als 5ccm Stickstoff, 
also Gasmengen, auf, die das MeBbereich der Gasbiirette tiberschritten. 
Um trotzdem, ohne Umbau des Apparats die Messungen ausfiihren zu 
kénnen, wurde folgendes Verfahren (,,fraktioniertes Messen“) ein- 
geschlagen, das den MeBbereich des Apparats vom MeBbereich der 
Gasbiirette weitgehend unabhingig macht. Befindet sich nach er- 
folgter Absorption des Stickoxyds in der Hempelpipette eine gréBere 


1) Man 146t dabei nach dem Gas eine geringe Menge Kaliumperman- 
ganatlésung in die Gasbiirette eintreten, so daB das abzumessende Cas- 
volumen von zwei Fliissigkeitsmenisci begrenzt wird. 
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Gasmenge, so wird zunachst einerseits von der Fiillkugel aus durch den 
Hahn 5, andererseits von A aus der ganze Apparat luftblasenfrei mit 
Wasser gefillt. Man treibt nun aus der Hempelpipette in die Gas- 
biirette eine deren MeBbereich nicht iiberschreitende Gasmenge ein 
und bestimmt ihr Volumen. Dann wird diese bereits gemessene Gas- 
menge gegen D hin abgeschoben und hierauf kann in der gleichen 
Weise eine niachste Gasportion gemessen werden. Dieses Verfahren 
setzt man fort, bis das ganze Gasvolumen portionenweise ermittelt 
ist. Zur Kontrolle wird der Vorgang dann in umgekehrter Richtung 
wiederholt, indem das jetzt in D befindliche Gas unter neuerlicher 
fraktionierter Messung in die Hempelpipette zuriickbeférdert wird. 
Die Umrechnung der gefundenen Stickstoffvolumina in Milligramme 


Stickstoff wird unter Beriicksichtigung der Temperatur und des Luftdrucks 
an der Hand der van Slykeschen Tabellen vorgenommen’). 


Leistungsfahigkeit des Apparats. 

Zur Priifung der bei Aminostickstoffbestimmungen mit dem 
abgeinderten Apparat erzielbaren Genauigkeit wurden wisserige 
Aminosaurelésungen von bekannter Konzentration untersucht. In 
der folgenden Tabelle II sind nebst den nétigen Angaben die Ergebnisse 
einer Untersuchungsreihe zusammengestellt, die mit verschiedenen 
Mengen und Verdiinnungen einer a-Alaninlésung angestellt wurde. 


Tabelle 11. 








Untersuchte ; 
Menge u. Verd.() | com N | Tempe = Luftdruck Amino-N Absolute 
Nr. der Alanin- ratur —__—— —_——| Fehler 
Stammldésung gefunden gefunden | berechnet || 
ccm °C mm Hg mg mg | mg 
1 10 6,120 | 17 752 «3494 3490 + 0,004 
2 10 6,120 | If 752 3494 3490 + 0,004 
3 10 6110 | 17 752 3,489 | 3499 —0,001 
Soe 1,830 | 17 752 1045 1,047 —0,002 
5 3 1,830 17 752 1,045 | 1047 —0,002 
6 5 (Hsp) 0,310 17 752 0,177 0,174 + 0,003 
7 5 (ye) 0,300 | 17 752 0,171 | 0,174  —0,003 
8 2 ("yp9) 0,125 | 17 752 0,071 0,070 + 0,001 
9 2 (10) 0,130 | 17 752 0,074 0,070 + 0,004 
10 2 (re) 0,125 | 17 752 0,071 0,070 + 0,001 


Die Alanin-Stammlésung enthielt in 1 ccm 2,22mg a-Alanin (Kahlbaum), also in lccm 
0,349 mg Amino-N. Die unter .ccm N gefunden“ eingetragenen Werte sind durch Abzug des 
vorher ermittelten Blindwertes (in diesem Falle 0,81 ccm) von den bei den Bestimmungen ab- 
| Kubikzentimeter Gas bereits korrigiert. 





Man ersieht aus der Tabelle, daB die absoluten Fehler in den 
tausendstel Milligrammen liegen und daB sie in derselben GréBen- 

1) Siehe S. 266 bis 267 des in der Anm.2 auf S. 325 angefiihrten 
Handbuchaufsatzes. 
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ordnung bleiben, gleichgiltig, ob man gréBere oder kleinere Fliissigkeits- 
mengen mit einem Aminostickstoffgehalt von hundertstel oder von 
mehreren ganzen Milligrammen untersucht. Die unter Verwertung der 
obigen Zahlen angestellte Fehlerrechnung ergibt fiir den mittleren 
Fehler einer Bestimmung: e = -+- 0,003 mg und fiir den wahrschein- 
lichen Fehler einer Bestimmung: e,, = +- 0,002 mg. 

Die beschriebene Modifikation erméglicht also unter Verwendung 
des gleichen Apparats die Vornahme von Makro- und Mikro-Amino- 
stickstoffbestimmungen nach dem van Slykeschen Verfahren mit der 
angegebenen Genauigkeit, die sonst nur mit dem Mikroapparat er- 
reichbar ist. 

Zusammenfassung. 

Es wird eine Modifikation des van Slykeschen Apparats zur Be- 
stimmung von primairem aliphatischen Aminostickstoff beschrieben, 
die 1. durch eine andere Anordnung zweier Hahne einen Verlust an 
Stickstoffgas ausschlieBt, der bei der friiheren Anordnung nicht mit 
Sicherheit zu vermeiden war; 2. erméglicht es die Modifikation, durch 
die zum Teil anders gewahlten Abmessungen Fliissigkeitsmengen bis 
zu 15ccm mit der Genauigkeit des Mikroapparats auf ihren Amino- 
stickstoffgehalt zu untersuchen. Ferner wird 3. ein MeSverfahren 
angegeben, das das MeBbereich des Apparats von dem auf 5 ccm be- 
schrankten MeBbereich der Gasbiirette weitgehend unabhangig macht, 
so daB auch dieses AusmaB iiberschreitende Stickstoffvolumina ab- 
gemessen werden kénnen. 


Der Apparat wird von der Firma Otto Ewald, Wien IX, Wahringer- 
strabe 26, hergestellt. 








Versuche iiber die Nachweisbarkeit 
immunisatorisch bedingter Fermentprozesse. VIII. 


Von 
Karl Singer. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 11. September 1926 ) 


Die in der vorstehenden siebenten Mitteilung') einleitend an- 
gefiihrten Griinde veranlaBten die Verwendung der van Slykeschen 
Aminostickstoffbestimmung zur weiteren Verfolgung der in dieser 
Publikationsreihe behandelten Frage. Schon van Slyke und seine 
Mitarbeiter haben das Verfahren zu Untersuchungen iiber das Vor- 
kommen der Abderhaldenreaktion angewandt und berichten in zwei 
kurzen Mitteilungen iiber den vollkommen negativen bzw. fraglichen 
Ausfall ihrer Versuche. Bei jenen Untersuchungen handelte es sich 
um den Abbau fester Substrate (bei den Tierversuchen um Roussches 
Hiihnersarkom?), bei den Versuchen mit Menschenserum um Placenta), 
wobei van Slyke, um die Schwierigkeiten des Arbeitens mit Vollserum 
zu vermeiden, dazu tiberging, das Serum vor der Aminostickstoff- 
bestimmung durch das Verfahren von Rona und Michaelis*) zu ent- 
eiweiBen. Auch itiber das Vorkommen von immunisatorisch bedingten 
Proteolysen in fliissigen Reaktionssystemen wurden schon Unter- 
suchungen mit dem van Slykeschen Apparat von EZ. Zunz5) angestellt. 


') BE. Kupelwieser und Karl Singer, diese Zeitschrift 178, 324, 1926. 

2) D. D. van Slyke und M. Vinograd, Proc. Soc. of exper. Biol. and Med. 
Li, 154, 1913/14. 

3) D. D. van Slyke, M. Vinograd und J. R. Losee, ebendaselbst 12, 
166. 1914/15. 

4) Siehe P. Rona, erginzt von H. Strauss, ,,Methoden zur EnteiweiBbung 
von eiweiBhaltigen Fliissigkeiten‘‘ in Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeits- 
method., Abt. I, Teil 8, S. 714 (727ff.). Berlin 1922. 

5) E.Zunz, Zeitschr. f. Immunitatsforsch. (Orig.) 17, 241, 265 und 
279, 1913; ferner EZ. Zunz und P. Gyérgy, ebendaselbst 23, 402, 1915. 
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Sie erstrecken sich auf Sera mehrerer Tierarten, sowie auf verschiedene 
allergische Zustande und lieferten teils positive, teils negative Ergebnisse ; 
wegen ihrer andersartigen Anordnung lassen sie sich mit den hier mit- 
zuteilenden Versuchen nicht unmittelbar vergleichen. 


Der Durchfiihrung dieser eigenen Versuche mubten Vorversuche 
vorangehen, die die Anwendbarkeit und Leistungsfihigkeit des van 
Slykeschen Verfahrens unter den beabsichtigten Versuchsbedingungen 


zu priifen hatten. 


Vorversuche. 


1. Uber die Durchfiihrbarkeit der Aminostickstofjjbestimmung im Blutserum. 


Gleich bei den ersten Versuchen, Aminostickstoffbestimmungen in 
Vollserum auszufiihren, machten sich jene Schwierigkeiten bemerkbar, 
die offenbar van Slyke veranlaBt hatten, das Serum vor der Verarbeitung 
zu enteiweiBen: Unter der Einwirkung des Natriumnitrit-Eisessiggemisches 
auf das Serum scheiden sich kasige Flocken ab, welche die engen Rohr- 
leitungen des Apparats verschmieren, unter Umstéanden auch ganz ver- 
legen. Gelingt es trotzdem, das Gas zur Abmessung in die Gasbiirette zu 
bringen, so ist dann die Gasséule durch bréckelige Massen unterbrochen, 
was eine auch nur einigermaBen zuverlissige Ablesung unmdéglich macht. 

Der Versuch, diesem Ubelstand durch Arbeiten mit verdiinntem Serum 
zu begegnen, zeigte, daB man das Serum zu diesem Zwecke mindestens 
zwanzigfach verdiinnen miisse; dies wiirde aber schon bei Untersuchung 
weniger Kubikzentimeter Serum eine aus naheliegenden Criinden un- 
durchfiihrbare VergréBerung des DesamidierungsgefiBes notwendig machen. 
Es blieb daher als der einzig gangbare Weg die EnteiweiBung iibrig und 
zwar erwies sich nach Erprobung verschiedener anderer Verfahren die 
EnteiweiBung mit kolloidalem Eisenhydroxyd nach Rona und Michaelis') 
in folgender Form als die giinstigste: 

Das zu enteiweiBende Serum bzw. Serumgemisch (2 bis 6 cem) wird 
mit destilliertem Wasser auf das Fiinf- bis Zehnfache verdiinnt und bis 
zu beginnendem Sieden erhitzt. Dann wird unter standigem Umschwenken 
Ferrum oxydatum dialysatum liquidum (Merck) tropfenweise zugefiigt, 
und zwar je etwa 1 cem fiir je 2 cem vorhandenes Serum. Hierauf setzt man 
fiir jeden Kubikzentimeter Eisenhydroxydlésung 0,5 cem einer Lésung 
von 10g Magnesiumsulfat in 10 g Wasser zu und filtriert ohne Zeitverlust 
die noch méglichst heiBe Lésung durch ein Faltenfilter in eine Abdampf- 
schale. Nach ausreichendem Nachwaschen wird das Filtrat auf dem Wasser- 
bad auf 15 bis 10 cem eingeengt und ist nun zur Aminostickstoffbestimmung 
in das GefiB B des zur Aufnahme der Probe vorbereiteten Apparats*) 
quantitativ zu tbertragen. 

Um zu priifen, innerhalb welcher Grenzen die Aminostickstoffwerte 
eines derart enteiweiBten Blutserums bei wiederholter Untersuchung iiber- 
einstimmen, wurden mehrere Versuchsreihen mit normalem Pferdeserum 
angestellt; in der folgenden Tabelle I sind, nebst den nétigen Angaben, 
die Ergebnisse einer dieser Versuchsreihen zusammengefaBt. 


1) Siehe Anm. 4 auf voriger Seite. 
2) Siehe VII. Mitteilung, 8S. 326. 
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Tabelle I. 





Unters Bei der EnteiweiBung N-Gas Abweichungen 
suchte zugesetzt cee” iain Luft. AminosN v. Mittelwert 
Nr. Serum: Bee P-) druck gefunden 0,222 mg 
menge H,O Fe(OH), MgSO,) funden ' f. 2ccm Serum : 
com com ccm com ccm °C mm Hg mg mg 
1) 20 18,0 10 | 05 0410 18 744 | 0,231 + 0,009 
2 20 | 18,0 10 | O5 0360 18 744 | 0,203 — 0,019 
3 20 180 10 05 0430 18 744 | 0,242 + 0,020 
4 20 180 10 | 05 0395 18 744 | 0,222 0,000 
5 20 18,0 1,0 05 0410 18 744 0,242 + 0,020 
6 55 255) 2,0 10 1,040 18 744 0,585 (0,213) — 0,009 
7 5,5 |, 25,5 2,0 1,0 1,025 18 744 0577(0,.210) —0,012 
8 55 255 2.0 1,0 1,030 18 744 0579(0,211) —0O 011 


Die unter .N»Gas gefunden” eingetragenen Werte sind durch Abzug des vorher ermittelten 
Blindwertes (0,91 ccm) von den bei den Bestimmungen abgelesenen Kubikzentimetern Gas bereits 
korrigiert. Bei Nr.6, 7 und 8 snd mg-Werte des Aminostickstoffs auch fiir 2ccm Serum um- 
gerechnet und in () eingetragen; sie wurden zur Bildung des Mittelwertes und bei der Fehler- 


ermittlung benutzt. 


Man sieht, daB keine gréBeren Abweichungen als solche bis zu 
0,020 mg vorkommen. Fiir den mittleren Fehler einer Bestimmung 
ergibt die Fehlerrechnung: 


e +. 0,015 mg. 


Es hat sich also herausgestellt, daB bei diesen Bestimmungen des 
Aminostickstoffs im Blutserum die Enteiwei®ung nicht umgangen 
werden kann, und daB bei Durchfiihrung der EnteiweiBung mit dem 
beschriebenen Verfahren und Vornahme der Bestimmung mit dem in 
der siebenten Mitteilung angegebenen modifizierten van Slyke-Apparat 
Aminostickstoffbestimmungen im Serum méglich sind mit einer Ge- 
nauigkeit, die durch die oben angefiihrte FehlergréBe festgelegt ist. 


2. Uber die Unterschiedsempfindlichkeit der Aminostickstoffbestimmung im 
Blutserum. 


Da es sich bei der beabsichtigten Anwendung der Methode um die 
Untersuchung von Serumproteolysen, also darum handelte, zu ermitteln, 
ob in einem Serum(-gemisch) gegeniiber dem Vergleichsserum eine Ver- 
mehrung endstandiger Aminogruppen stattgefunden hat, wurde die Unter- 
schiedsempfindlichkeit des Verfahrens in folgender Weise gepriift: 

Nachdem durch Untersuchung von verschiedenen Mengen einer 
wasserigen Aminoséurelésung (Glykokoll) bekannten Gehalts die quan- 
titative Nachweisbarkeit bestimmter kleiner Aminostickstoffmengen fest - 
gestellt war (siehe Tabelle II), wurde Serum (normales Pferdeserum) vorerst 
fiir sich allein und dann mit entsprechenden Zusatzen der vorher gepriiften 
Glykokollésung enteiweiBt und der Aminostickstoffgehalt des Filtrats 
untersucht. Dabei muBte sich zeigen, ob bei der EnteiweiBung — etwa 
durch Adsorption an das ausfallende EiweiB — etwas von der zugesetzten 
Aminosaure fiir die Bestimmung verloren geht und bis zu welchen kleinsten 
Mengen die Aminosdurezusitze im Serum nachweisbar sind (Tabelle ITT). 
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Tabelle II. 





Untersuchte N-Gas Fi Luft. Amino-N AminosN Absolute 
Menge der Be = druck gefunden berechnet Febler 
Glykokoll- funden 

stammlésung com °C mm Hg mg mg mg 


2,0 0,260 18 744 0,146 0,148 — 0,002 
2.0 0,260 18 744 0,146 0,148 — 0,002 
2.0 0,27 18 744 0,151 0,148 +. 0,003 
10 0,130 18 744 0,073 0,074 — 0,001 
1.0 0,130 18 744 0,073 0.074 — 0,001 
10 0,130 18 744 0,073 0,074 — 0,001 
05 0,070 18 744 0,039 0,037 + 0,002 
05 0,075 18 744 0,042 0,037 + 0,005 
0.5 0,070 18 744 0,039 0,037 +- 0,002 
Die Glykokollstammlésung enthielt in 1 com 0,396 mg Glykokoll (Kahibaum), also in 1 com 


0,074 mg Amino-N. Die unter .N-Gas gefunden” eingetragenen Werte sind durch Abzug des Blind- 
wertes (0,56 com) bereits korrigiert. 


Wie aus der voranstehenden Tabelle ersichtlich ist, liegen bei der 
Untersuchung der Glykokollésung die Fehler in den tausendstel Milli- 
grammen; als mittlerer Fehler der einzelnen Bestimmung ergab sich: 


e = + 0,002 mg?). 


Auch die kleinste hier verwendete Glykokollmenge von 0,037 mg 
liegt also noch weit iiber der Empfindlichkeitsgrenze des Nachweises 
von Amino-N in einfacher, wasseriger Lésung. 

Die Zusammenstellung in Tab. IIT umfaBt die Versuche mit Serum. 

Man sieht, daB die absoluten Fehler von einer GréBenordnung sind, 
wie sie beim Arbeiten mit Serum nicht anders erwartet werden kann 
(vgl. Tabelle I). Der Mittelwert der Fehler liegt bei — 0,004 mg; es 
wurde also im Durchschnitt um diesen Betrag weniger Aminostickstoff 
wiedergefunden als man dem Serum mit dem Glykokoll zugesetzt hatte. 
Da jedoch diese Abweichung in den Fehlerbereich (s. 8. 334) der Serum- 
untersuchungen von -+ 0,015 mg fallt, kann von einem systematischen 
Fehler praktisch nicht gesprochen werden und es ]aBt sich aussagen : Man 
findet den dem Serum zugesetzten Aminostickstoff bei der im ent- 
eiweiBten Serum vorgenommenen Bestimmung mit jener Genauigkeit 
quantitativ wieder, die bei Aminostickstoffbestimmungen im Serum 
mit dem Verfahren erreichbar ist, d.h. bei der EnteiweiBung gehen 
keine Aminosiuremengen verloren, die mit der Bestimmungsmethode 
erfaBbar waren — dies eine fiir die Beweiskraft der mitzuteilenden 
Abbauversuche entscheidende Feststellung. 


1) Die hier bei Untersuchung der Glykokollésung gefundenen Fehler 
sind von der gleichen GréBenordnung wie die bei den Alaninversuchen in 
der VII. Mitteilung (Tabelle II und 8S. 330) festgestellten, bestatigen also 
die dort angegebene Leistungsfahigkeit des Verfahrens. 








ee 
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Tabelle 111 





| Differenz 
N-Gas | N-Gas gef. | Luft | Glykos Glykor} Abs 
gee | minus | Temp. ba koll/N kolle-N | solute 





Untersucht 


Nr. | funden | aes | gefund. berechn.| Fehler 
| aus 1 bis 

ccm |} ecm ccm °C mmHg! mg mg mg 
l 2.0 Serum allein 0,910 te 18 744 
2 Ebenso 0,920 | 33 18 744 
3 * 0,920 25 18 | 744 
4 0,935 =s 18 744 

5 2.0 Serum 


| 
+ 2,0 Glykokollésung 1,180 0,259 18 744 0.146 | 0.148 — 0,002 





6 Ebenso 1185 0,264 18 744 0,148 / 0,148 + 0,000 
7 i. 1,170 0,249 18 744 0,140 | 0,148 0.008 
. : 1.190 0.269 18 744 | 0.151 | 0148 + 0.003 
9 2.0 Serum | 
1,0 Glykokollésung 1,040 0,119 18 744 0,067 | 0,074 - 0,007 
10 Ebenso 1,040 0,119 18 744 0,067 | 0,074 0.007 
ll - 1,055 0,134 18 744 0,075 | 0,074 + 0,001 
12 . 1,030 0,109 18 744 0,061 | 0,074 0,013 
13 2.0 Serum 
+ 0,5 Glykokollésung 0,980 0,059 18 744 0,033 | 0,037 0,004 
14 Ebenso 0,990 0,069 18 744 0.039 | 0,037 + 0,002 
15 a 0,980 0,059 18 744 0,033 | 0,037 0.004 
16 RS 0,965 0,044 18 744 0,025 | 0,037 -— 0,012 


Unter .N-Gas gefunden” sind die bei den einzelnen Bestimmungen unmittelbar abgelesenen 
Gasmengen eingetragen: sie bedeuten also den aus dem Amino-N plus dem vom Natriumnitrit 
abgegebenen N. Letzterer — der .Blindwert* — wurde hier nicht abgezogen, da er bei der Differenz- 
bildung herausfallt. Von den bei den Bestimmungen 5 bis 16 (Serum + Glykokoll) gefundenen 
Gasmengen wurde der aus den Messungen | bis 4 fiir Serum allein gebildete Mittelwert von 
0,921 com abgezogen: Diese Differenzen hatten den Aminostickstoffmengen der Glykokollzusatze 
zu entsprechen und sind — in mg Glykokoll-N ausgedriickt — den berechneten Sollwerten gegen- 
ubergestellt. 


Ferner haben sich auch die kleinsten zugesetzten Aminostickstoff- 
mengen von 0,037 mg als im Serum nachweisbar erwiesen. Es sind 
jedoch bei diesen Vorversuchen die Bedingungen fiir den Nachweis 
geringer Amino-N-Unterschiede giinstigere als bei den spateren Abbau- 
versuchen, weil hier als Vergleichswert (des Serums allein) der Mittel- 
wert aus vier Serumbestimmungen benutzt wurde, wahrend bei den 
Abbauversuchen wegen der geringen verfiigbaren Serummengen nur 
je eine Vergleichsbestimmung méglich ist. Da ferner bei Serumunter- 
suchungen mit einem mittleren Fehler der einzelnen Bestimmung von 
+ 0,015 mg zu rechnen ist (vgl. 8.334) und man zu beriicksichtigen 
hat, daB im ungiinstigen Falle der Hauptwert mit einem negativen, 
der Vergleichswert mit einem positiven Fehler dieser GréBenordnung 
behaftet sein kann, ergibt sich fiir den Abbauversuch eine mittlere Fehler- 
méglichkeit von 0,030 mg. Die oben noch als sicher nachweisbar be- 
fundenen 0,037 mg Aminostickstoffe liegen also knapp an der Emp- 
findlichkeitsgrenze des Abbauversuchs. 

Im Hinblick auf die in solchen Fillen gebotene Vorsicht wird man 
erst Aminostickstoffzunahmen von etwa 0,040 mg als solche bezeichnen, 
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die sich im einzelnen Abbauversuch der Beobachtung nicht wiirden 
entziehen kénnen. 
Beschreibung der Versuche. 


Als Versuchstiere wurden Meerschweinchen, als Antigen wurde normales 
aktives Pferdeserum verwendet. 

Die Vorbehandlung jener Tiere, deren Serum wahrend des antianaph ylak- 
tischen Zustandes gewonnen werden sollte, geschah in der gleichen Weise, 
wie bei den vorangegangenen Tierversuchen (vgl. II., I1I., V. und VI. Mit- 
teilung). 

Bei einer Reihe von Tieren wurde die Vorbehandlung auf dreimalige 
intraperitoneale Injektion des verdiinnten Antigens an drei aufeinander 
folgenden Tagen beschrankt und das Serum wahrend der sich entwickelnden 
Anaphylaxie des Versuchstieres gewonnen in der Absicht, Abbauversuche 
auch unter diesen serologisch anderen Vorbedingungen anzustellen. 


Tabelle IV. 





Temperatur- 


Temperatur- 
reaktion 


reaktion 


2. Reinjekt. (24 Std. n. 


ly 


o 
Tagen intraperit. In- 


Anfangsgewicht 
Endgewicht 
1. Reinjektion 
(akt. Pferdeserum 
intraperitoneal) 
wie 1. Reinjektion 
Intervall von der 
2. Reinjekt. bis zur 
Serumgewinnung 


Immuntier 
Geschlecht 
jekt. v. 100 tach verd. 


Vorbehandlun 
aufeinander f 
aktivem Pferdeserum 
Intervall zwischen 
letzter Injektion und 
erster Reinjektion 
d. 1. Reinjekt., sonst 
Extremste Temp 
nach d. 2. Reinjekt 


Temperatur vor 
der 2. Reinjektion 


Temperatur vor 
der 1. Reinjektion | 


= 


Extremste Temp. 
nach d.1. Reinjekt. 


° 
o 
5 


450 480 10 

500 470 10 

320 | 340 10 

330 335 1,0 

450 480 1,0 

720 670 2,0 

550 | 540 2.0 

625 | 520 1,0 

500 520 10 

470 450 1,0 

320 | 350 1,9 

870 870 2.0 

350 | 380 10 10 

640 | 620 10 10 

300 325 1,0 10 

600 | 695 20 10 

470 | 455 10 10 

780 | 720 2.0 10 

585 650 2.0 12 

610 | 575 2.0 11 
Der obere Teil der Zusammenstellung betrifft die Tiere, die in den Zustand der Anti- 

anaphylaxie versetzt wurden. Fine gréBere Anzahl der Tiere hat sich nicht typisch verhalten 

(Typisches Verhalten: Stirkere Temperaturreaktion nach der 1., schwichere Temperaturreaktion 

nach der 2. Reinjektion; geringer Temperaturanstieg ist der schwichste positive Ausfall einer 

Temperaturreaktion). Da aber auf Grund der bei den friiheren Tierversuchen gemachten Er- 

fahrungen sicher stand, daf sich auch bei diesen Tieren von der 2, erfolghaften Reinjektion bis zur 

Zeit der Serumgewinnung eine Antianaphylaxie entwickeln werde, wurde von einer 3. Reinjektion 

abgeschen (vgl. III. Mitt. S.81, Anm. zu‘Tab.II]). Der untere Teil der Zusammenstellung (von 

kmmuntier 2 an) bezieht sich auf die Tiere, deren Serum wihrend der sich entwickelnden 

Anaphylaxie gewonnen wurde 
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Die Gewinnung der Immunsera geschah wie bei den vorangegangenen 
Tierversuchen unter den fiir méglichste Keimfreiheit nétigen Bedingungen. 

Die Anordnung der Abbauversuche war die gleiche wie bei den friiheren 
Versuchen mit fliissigem Reaktionssystem (siehe V. Mitteilung, 8.305); 
sie sei aber hier nochmals kurz geschildert: 

Die zur Verfiigung stehende Immunserummenge wurde zu gleichen 
Teilen auf zwei etwa 50 ccm fassende, weithalsige Glaskolben verteilt. 
Wahrend zum Inhalt des einen Kolbens A zundchst kein weiterer Zusatz 
erfolgte, wurde der zweite Kolben B auBer mit dem Immunserum mit einer 
bestimmten Menge Antigenserum beschickt. Die Kolben A und B wurden 
hierauf mit Uhrschalchen, deren konvexe Seite in erhitztes Paraffin getaucht 
war, luftdicht verschlossen und blieben, nebst dem Antigenserumvorrat, 
wahrend der ,,Versuchsdauer** an einem lichtgeschiitzten Orte stehen. 
Bei Abbruch des Versuchs wurde nun auch zu dem im Kolben A befind- 
lichen Immunserum die gleiche Menge Antigenserum zugefiigt, wie sie in 
den Kolben B schon bei Versuchsbeginn eingebracht worden war. Hatte 
in dem schon wahrend der ganzen ,,Versuchsdauer“ bestehenden Reaktions- 
system (B) eine Proteolyse stattgefunden, so muBte dieses mehr end- 
standigen Aminostickstoff enthalten als das eben erst zusammengesetzte, 
im iibrigen aber gleichartige Vergleichsgemisch (A). 

Beim Herstellen der auf ihren unterschiedlichen Aminostickstoffgehalt 
zu untersuchenden Serumgemische (A und 8B) wurden zwecks méglichster 
Ausschaltung von Pipettenfehlern die einander entsprechenden MaBnahmen 
mit den gleichen (in 0,01 cem geteilten) Pipetten unter Benutzung der 
gleichen Marken ausgefiihrt. 

Die nun vorzunehmende EnteiweiBung folgte unmittelbar auf die 
Zusammensetzung des Vergleichsgemisches (A) und geschah bei diesem 
und dem Reaktionssystem (B) in méglichst gleicher Weise mit dem auf 
8S. 333 beschriebenen Verfahren. 

Auch bei den mittels des modifizierten van Slykeschen Apparats 
vorgenommenen A minostickstoffbestimmungen, beziiglich deren Ausfiihrung 
auf die voranstehende VII. Mitteilung verwiesen werden kann, wurde auf 
méglichst gleichartige Verarbeitung der beiden zu untersuchenden Filtrate 
gesehen. 


Die Zusammenstellung in Tab. V enthalt die die einzelnen Ver- 
suche betreffenden Angaben und die Versuchsergebnisse. 


Ergebnis. 

Beriicksichtigt man, daB fiir eine einzelne Aminostickstoff- 
bestimmung im Serum ein mittlerer Fehler von + 0,015, fiir eine 
Differenz aus zwei Bestimmungen also ein Fehler von +- 0,030 anzu- 
setzen ist, so diirfen nur solche Versuchsausfialle als positiv angesprochen 
werden, die diesen Betrag nach der positiven Seite itiberschreiten. 
Demnach ist als Ergebnis der Versuche mit Antianaphylaxieserum 
(1 bis 21) zu verzeichnen, daB bei 11 von diesen 12 Versuchen die Aus- 
schlage innerhalb des Fehlerbereichs liegen, also als Null zu bezeichnen 
sind; nur bei dem einen Versuch [Immunserum 6 + 7')] kommt ein 


Es handelt sich hier um ein von Immuntier 6 und 7 stammendes 
Mischserum. 
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positiver Ausschlag vor, der allerdings durch seine auffallende GréBe 
den Verdacht erweckt, es liege hier ein grober Versuchsfehler vor. 

Unter den acht Versuchen mit Anaphylaxieserum (2 bis 18) sind 
sechs mit Nullausschligen, ist ein Versuch mit ebenfalls auffallend 
groBem positiven Ausschlag, dem ein nahezu ebenso grofer negativer 
Ausschlag eines anderen Versuchs gegeniibersteht. 

Da es sich bei den in Frage stehenden — spezifischen oder spezifisch 
ausgelésten!) — Proteolysen um eine Erscheinung handelt, die unter 
gleichen Versuchsbedingungen nicht anders als regelmaBig eintreten 
oder nicht eintreten kénnte, miiBte sich das regelmaBige Vorkommen 
einer im einzelnen Versuch nicht mehr erfaBbaren geringen Proteolyse 
durch Mittelwertsbildung aus den Versuchsergebnissen noch erweisen 
lassen, sobald auch nur das kleinere Bereich des Mittelwertsfehlers 
im positiven Sinne tiberschritten wird. 

Der Mittelwert aus den Ausschlagen der Antianaphylaxieversuche 
ist M = + 0,005 mg, sein mittlerer Fehler E = 0,012, sein wahr- 
scheinlicher Fehler E,, = + 0,008. 


! 
+ 


Bei den Anaphylaxieversuchen ergibt sich fiir den Mittelwert der 
Ausschlige M — + 0,004 mg, mit einem mittleren Fehler £ = + 0,019, 
und einem wahrscheinlichen Fehler Z,, = + 0,013. 

Wie man sieht, iiberschreiten die kleinen positiven Abweichungen 
der Mittelwerte nicht einmal das Bereich der wahrscheinlichen Fehler, 
lassen also keine Aussage zugunsten des regelmaBigen Vorkommens 
einer Proteolyse zu. 

Man kommt auch zu keiner bejahenden Aussage, selbst wenn man 
zwecks Verkleinerung der errechneten Fehler die Ergebnisse beider 
Versuchsreihen in einer Fehlerrechnung zusammenfaBt, was insofern 
nicht unberechtigt scheint, als es sich um den Nachweis der gleichen 
Erscheinung unter serologisch zwar verschiedenen Vor- aber gleichen 
Versuchsbedingungen handelt und es die angeniherte Gleichheit der 
Mittelwerte wahrscheinlich macht, daB die Verschiedenheit der 
serologischen Vorbedingungen das Versuchsergebnis nicht wesentlich 
beeinfluBt. 

Der Mittelwert aus den Ergebnissen aller in der Tabelle V zu- 
sammengefaBten Versuche ist M = + 0,004, sein mittlerer Fehler 
E = +. 0,010, sein wahrscheinlicher Fehler Z,, = +- 0,007. 

Es liefert also auch die fiir einen Nachweis der gesuchten Proteolye 
giinstigste Auswertung der Versuche keinerlei Anzeichen dafiir, daB 
in den untersuchten Gemischen von Immunserum und Antigenserum 
Fermentprozesse im Sinne der Abderhaldenschen Lehre vorkommen 


1) Vgl. V. Mitteilung, S. 298. 
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‘ :, 
Zusammenfassung, 


In weiterer Verfolgung der in dieser Publikationsreihe behandelten 


Frage tiber die Nachweisbarkeit immunisatorisch bedingter Proteolysen 


im Sinne der Abderhaldenschen Lehre wurden unter Benutzung des 
fmodifizierten!)] van Slykeschen Verfahrens zur Bestimmung von 
endstandigen Aminogruppen Abbauversuche mit fliissigen Reaktions- 
systemen angestellt. Als Versuchstiere dienten Meerschweinchen, die 
mit aktivem Pferdeserum vorbehandelt und deren Serum entweder 
wihrend des antianaphylaktischen Zustandes der Tiere oder wahrend 
der sich entwickelnden Anaphylaxie gewonnen wurden. Die Reaktions- 
systeme der Abbauversuche bestanden aus einem Gemisch des Immun- 
serums mit dem Antigenserum. Bei den zwélf Versuchen mit Anti- 
anaphylaxieserum kamen elf Nullausschlige und = ein positiver 
Ausschlag; bei den acht Versuchen mit Anaphylaxieserum  sechs 
Nullausschlige, ein positiver wnd ein negativer Ausschlag vor. 

Die statistische Auswertung der ganzen Versuchsreihe ergab 
jedoch keinerlei Anzeichen fiir das Vorkommen von Proteolysen det 
gesuchten Art. 


') Siehe Kk. Kupelwieser und K,. Singer, V. unmittelbar voranstehende 


Mitteilung. 
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Beitriige zur Physiologie der Driisen. 
Von 


Leon Asher. 


Nr. LOL. 


Fortgesetzte Untersuchungen zur Lehre von der 
Harnabsonderung. Die Wirkung der spezifischen Diuretica 
unter dem Einflusse des vegetativen Nervensystems. 


Von 
Hideo Nakao. 


} 
| 


fAus dem physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern 
(ki wgeqangen am 21. Ne pte mbher 1926 ) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die voraufgegangenen Arbeiten des Berner — physiolog:schen 
Instituts der jiingsten Zeit zur Lehre von der Harnabsonderung hatten 
durch Curtis!) sowie durch Hartwich?) eine Aufklarung iiber die 
Wirkungsweise der spezifischen Diuretica gebracht. Diese Autoren 
konnten feststellen, daB unter der Voraussetzung, das hinreichend 
mobilisierbares Wasser zur Verfiigung stande und nicht zu anderweitigen 
Zwecken gebraucht wiirde, die spezifischen Diutetica dadurch Diurese 
hervorriefen, daB sie eine Elektrolyteinwanderung aus den Geweben in das 
Blut veranlassen. Dieser Vorgang seinerseits bewirkt die Diurese, wenn 
die Niere auf die feinen Verainderungen der Elektrolytkonzentration 
anzusprechen befiahigt ist. Unter normalen Bedingungen beherrscht das 
Kochsalz das Bild. Diese Tatsachen besaBen auch ihre grobe Bedeutung 
fiir die Vorstellung, welche man iiber die normale Harnabsonderung 
sich machen darf. Die genannten Tatsachen gestatten nicht mehr, 
davon zu sprechen, daf die primaire Wirkung der spezifischen Diuretica 
ein Reiz auf die Nierenzellen im Sinne der sekretorischen Nierentheorie 
sei. Andererseits ist keine der Vorstellungen, welche die mechanischen 
Theorien postulieren, auf die Tatsache anwendbar, welche zuerst Curtis 


1) ¢/, M. Curtis, diese Zeitschr. 163, 109, 1925. 
*) Hartwich, ebendaselbst 167, 329, 1926. 
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festgestellt hat: Durch die Ablenkung der Elektrolyte wird weder det 
Blutdruck noch die Riickresorption in den gewundenen Kanalchen so 
geindert, wie sie nach den mechanischen Theorien geaindert sein miifiten, 
um die Tatbestinde zu erklaren; ebensowenig wird der Quelhingsdruck 
der Kolloide geandert. Das einzige, was man mit einiger Sicherheit 
behaupten darf, ist, dai die Nierenzellen auf eine sehr feine Weise auf 
die gesetzten chemischen Verinderungen des Blutes reagieren; welches 
der Mechanismus dieser Reaktion sei, geht rein aus den Tatsachen 
noch nicht hervor; es ist auch noch nicht nétig, neue spezialisiertere 
Vorstellungen aufzustellen, vorliufig geniigt es, den Weg dadurch frei 
zu machen, dafs man erkennt, dal} weder die sekretorische noch die 
mechanische Theorie in ihrer jetzigen Form den Tatsachen gerecht wird. 
Diese Erkenntnis war nur dadurch méglich, daB die Versuchsbedin- 
gungen nicht kiinstlich geschaffene, sondern angenihert  streng 
physiologische waren. 

Mit demjenigen Faktor, den ich soeben als Empfindlichkeit der 
Nierenzelle bezeichnet habe, hat sich meine voraufgehende Arbeit 
beschaftigt'), in welcher ich zeigen konnte, dab bei Sauerstoffmangel 
der Niere trotz erhéhten Bhutdrucks und durch die Versuchsbedingungen 
geschaffene vermehrte Blutdurchstrémung der Niere die spezifischen 
Diuretica so gut wie keine vermehrte Diurese veranlaften. Trotzdem 
war die Elektrolytverschiebung aus den Geweben in das Blut nach- 
weisbar. Die Ursache des Nichteintretens der Diurese war die verminderte 
Anspruchsfaligkeit der Mierenzellen. 

Nach dem, was ich oben gesagt habe,’war'das primir Wesentliche 


des Einflusses eines spezifischen Diureticums der Ubertritt von Elektro- 


lyten aus den Geweben in das Blut. Es erhob sich daher die Frage, von 
welchen Faktoren der Chertritt selbst abhiingig sein kinnte. Es spricht 
ja sehr viel dafiir, daB in den Gewebszellen selbst wesentliche Bedingungen 
fir den Durchtritt von Elektrolyten geschaffen werden. Aber es gibt 
auch Griinde, daran zu denken, daS auch das Nervensystem einen 
Einflu8 auf die Regehing des Elektrolytaustausches besitze. Insbesondere 
haben die Arbeiten von Asher und seinen Mitarbeitern?) direkt zeigen 
kénnen, dais die Permeabilitat der Gewebszellen fiir Chloride vom 
sympathischen Nervensystem geregelt wird. Wenn dem so ist, kénnte 
auch das sympathische Nervensystem einen EinfluB auf die Wirkungs- 
weise der spezifischen Diuretica haben. Um diesen Gedanken ex peri- 
mentell zu verfolgen, habe ich auf Anregung von Prof. Asher die 
Wirkungsweise der spezifischen Diuretica vor und nach Durchschneidung 


') H Nakao, diese Zeitschr. 173, 41, 1926. 

*) Kajikawa, diese Zeitschr. 133, 391, 1922; Yamomceto, ebendaselbst 
145. 201, 1924; Asher, Abelin und NScheinjink?l, ebendaselbst 141, 112, 1924: 
M. Merz, ebendaselbst 173, 154, 1926. 
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der Nervi splanchnici am Kaninchen untersucht. Der Gedanke, welcher 
dabei leitend war, war folgender: Beim Kaninchen dominiert im Kérper 
das vom Splanchnicus innervierte Kérpergebiet. Falls nun der Umfang 
des Elektrolytaustausches zwischen Blut und Gewebe mit vom Nervus 
splanchnicus bestimmt wiirde, kénnte erwartet werden, daB die Diurese 
nach Injektion eines spezifischen Diureticums anders verliefe, je nach- 
dem das Tier im Besitz seines Nervus splanchnicus ware oder nicht. 
Wir werden sehen, da dies tatsachlich der Fall ist. 

Fiir diese Versuche wurden mannliche Kaninchen ausgewahilt. Sie 
wurden gleichmaBig mit einer gemischten Didit ernahrt und erhielten imme 
am Tage vor dem Versuche die gleichen Mengen weiber wasserreicher Riiben. 
Die Reaktionsweise der Tiere war durch den vielfachen Gebrauch derselben 
zu jeder Zeit eine bekannte. Als Diureticum diente Euphyllin in 12proz. 
Lésung, von welchem 0,6 cem intramuskulir injiziert wurden. Die Harn- 
aufnahme vermittelst Katheters geschah in zwei Portionen, namlich in den 
ersten 50 Minuten und sodann in den zweiten 50 Minuten. Im iibrigen war die 
Methodik genau die gleiche, wie sie in der Arbeit von Curtis beschrieben 
worden ist. Die Chloride im Harn wurden nach der Volhardschen und im 
Blute nach der Bangschen Methode bestimmt. 

Die Splanchnicusdurchschneidung erfolgte in zwei Sitzungen. Die erste 
Operation wurde auf der rechten Seite, die zweite einen Monat spater aut 
der linken Seite ausgefiihrt. Wie bei der Nierenoperation wird der Haut- 
und Muskelschnitt in Seitenlage entlang dem Verlauf der letzten Rippe 
und ein wenig nach abwarts vorgenommen. Unter Vermeidung von Verletzung 
des Bauchfells wird retroperitoneal die Nebenniere erreicht; oberhalb det 
Nebenniere ventral vom Musculus Psoas major und seitlich von der Aorta 
abdominalis sieht man die beiden Nervi splanchnici nach abwarts verlaufen. 
Sie werden durchschnitten und auseinander gelegt. Die Wunde wird durch 
Muskelhautnaht geschlossen. Nach einer Woche waren die geheilten Tiere 
im vollig normalen Zustande zu den Versuchen brauchbar. 


Meine Hauptversuche wurden an drei Kaninchen, in den Tabellen 
mit B, C und D bezeichnet, ausgefiihrt. Die Resultate meiner Versuche 
bringe ich auf S. 347, 348 und 349 in Tabelle | und II und in 
drei Kurven. In den Kurven sind die Chloridkonzentrationen des 
Blutes nach Euphyllininjektion in ausgezogenen Linien, die Chlorid- 
konzentrationen des Bhuites nach der Operation und nach Euphyllin- 
injektion in gestrichelten Kurven wiedergegeben. Es geht das wesentliche 
Resultat meiner Versuche aus dieser kurvenmabigen Darstellung mit 
groBer Deutlichkeit hervor. 

Betrachten wir zunichst ecinmal die Harnmengen, so ergibt sich 
folgendes : 

Kaninchen B hatte vor der Operation nach Euphyllininjektion 
durchschnittlich in den ersten 50 Minuten 49ccm, in den zweiten 
50 Minuten 15 ccm, insgesamt durchschnittlich 63cem Harn. Nach 
der Operation hatte das gleiche Kaninchen in der ersten Periode 28 ccm, 
in der zweiten 27 ccm, insgesamt 55 ccm. Das zweite 
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Kaninchen C hatte vor der Operation in den ersten 50 Minuten 
69 ccm, in den zweiten 50 Minuten 14 ccm, insgesamt durchschnittlich 
83cem Harn. Nach der Operation lieferte das gleiche Kaninchen auf 
Euphyllininjektion hin in den ersten 50 Minuten 39 ccm, in den zweiten 
15cem durchschnittliche Harnmenge, in der Gesamtheit aller Versuche 
durchschnittlich 5lcem. Das dritte 

Kaninchen D gab nach Euphyllininjektion vor der Operation durch- 
schniitlich in der ersten Periode 33 ccm, in der zweiten 6 ccm, insgesamt 
durchschnittlich 39cem Harn. Nach der Operation sank die Harn- 
absonderung in der ersten Periode durchschnittlich auf 16ccm Harn, 
war in der zweiten Periode 7 ccm, insgesamt durchschnittlich 23 ccm. 

Es geht aus diesen Zahlen klar hervor, daB nach der Splanchnicus- 
operation die Diurese, welche durch Euphyllin hervorgerufen wird, 
sehr viel geringer ist als beim Tier im Besitze seiner normalen Inner- 
vation. Diese Tatsache ist um so bemerkenswerter, als ja eine wesent- 
liche Ursache der GefiBverengerung der Niere, die so oft und leicht zu 
Stérungen in der Harnabsonderung fiihren kann, durch die Splanchnicus- 
durchschneidung ausgeschlossen ist und im allgemeinen die Harnabsonde- 
rung nach Wegfall des Splanchnicus gréBer zu sein pflegt. Es mul demnach 
ein ganz besonderer Grund fiir die verminderte Wirkung des Diureticums 
vorliegen. Dieser Grund wird sofort offenkundig, wenn man den Chlorid- 
gehalt des Blutes nach Euphyllininjektion beim normalen und splanch- 
nicuslosen Kaninchen vergleicht. Ich habe, um ein vollstandiges Bild der 
Verhaltnisse zu erhalten, den Chloridgehalt des Blutes vor der Injektion 
und dann 10, 20, 30, 40, 60, 80 und 100 Minuten nach der Injektion 
bestimmt. Bei dem Vergleich der Protokolle und namentlich der Kurven 
geht klar hervor, daB die Chloridanreicherungen des Blutes beim 
normalen Tiere auf die Euphyllininjektion sehr viel gréBer sind als beim 
Tiere, nachdem die Splanchnici durchschnitten worden sind. Es bedarf 
angesichts der anschaulichen kurvenmaBigen Darstellung nicht der 
Aufzihlung der einzelnen Zahlen. Es gibt einzelne Versuche am 
splanchnicuslosen Tiere, wo, praktisch gesprochen, die Chloridkonzen- 
tration wiaihrend der ganzen Dauer eine konstante bleibt. Samtliche 
Kurven der Chloridkonzentration des Blutes der Normaltiere liegen 
ganz wesentlich héher als diejenigen der gleichen Tiere nach der Operation. 
Hiermit wird angesichts unserer neuen Kenntnisse iiber den Mechanismus 
der spezifischen Diuretica der vorliegende Tatbestand vollstandig auf- 
geklart. Es tritt beim splanchnicuslosen Tiere im geringeren Umfang 
Kochsalz aus den Geweben ins Blut iiber, und deshalb ist auch die 
Diurese eine geringere. Diese Tatsache ist eine neue Stiitze der Be- 


hauptung, daB die spezifischen Diuretica wesentlich an den Geweben 
angreifen, und da® sie Folgen veranlassen, die zunichst weder durch 
die sekretorische und ebensowenig durch die mechanische Lehre von 


. 
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der Harnabsonderung erklirt werden. Die Chloridausscheidung im 
Harn in der Periode der ersten 50 Minuten steht in Ubereinstimmung 
mit den Befunden im Blute, denn die in der ersten Periode ausgeschiedene 
Chloridmenge ist beim normalen Tiere gréBer als beim splanchnicuslosen. 
Spater verwischt sich der Unterschied. 

Die Erkenntnis, da am splanchnicuslosen Tiere die Harnabsonde- 
rung infolge verminderter Chloridanreicherung im Blute vermindert 
ist, fiihrt zu zwei Konsequenzen, die nicht ohne Interesse sind. 1. MuB 
eine Komponente der Wirkung der spezifischen Diuretica darin gegeben 
sein, daB dieselben an den vegetativen Zentren des zentralen Nerven- 
systems angreifen, und daB durch die Impulse von diesen Zentren die 
Permeabilitat der Gewebe fiir Elektrolyte erhéht wird. Diese Folgerung 
steht im Einklang mit den Befunden der Asherschen Schule, daB Gewebe, 
welche ihrer sympathischen Innervaticn beraubt sind, weniger fiir 
Elektrolyte permeabel sind, ein Beweis, der an der vorderen Kammer, 
an der Speicheldriise und an der Tranendriise gefiihrt wurde. Das, 
was hier entwickelt wurde, stellt einen neuen Zusammenhang zwischen 
Nervensystem und Harnabsonderung dar und lehrt, wie trotz aller 
Ablehnungen die normale Tatigkeit der Niere durch das Nervensystem, 
und zwar nicht bloB das vasomotorische, geregelt wird. Die zweite 
Konsequenz, welche wir ziehen kénnen, ist die, dab beim Kaninchen 
die wesentlichsten Orte der Elektrolytverschiebung nach Injektion 
eines spezifischen Diureticums die Darmeingeweide und die Leber sind. 
Die anderen Gewebe treten ztiriick. Es ist wahrscheinlich, da bei 
anderen Tieren ein derartiges Uberwiegen des Splanchnicusgebiets 
sehr viel weniger ausgeprigt sein diirfte. 


Ich méchte diese Arbeit nicht schlieBen, ohne betont zu haben. 
wie sehr meine Befunde die Lehre stiitzen, dafi die Nierentatigkeit 
unter rein physiologischen Bedingungen vornehmlich durch die Zustande 
des Blutes, wie sie demselben durch den Stoffwechsel der Gewebe auf- 
geprigt werden, geregelt wird, und nicht durch Filtration und Riick- 
resorption, denen nur ein sekundires Moment unter physiologischen 
Bedingungen zukommen diirfte. Sodann ist von neuem die von Curtis 
angebahnte Aufklirung der Wirkungsweise der spezifischen Diuretica 
bestatigt worden. 

ZusammengefaBbt, sind die Ergebnisse meiner Arbeit die nach- 
folgenden : 

1. Es wurde an einer Reihe von normalen Kaninchen der Verlauf 
der Chloridkonzentration des Blutes vor und nach Injektion von 
Euphyllin periodenweise ermittelt. Hierauf wurde das gleiche an den 
naimlichen Kaninchen nach Durchschneidung beider Nervi splanchnici 
untersucht. Der Vergleich ergab, da die Chloridzuwiachse des 
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Blutes im Normaltier sehr viel gréBer waren als beim splanchnicus 
losen Tiere. 


2. Diese Tatsache erklarte den weiteren Befund, da Euphyllin 





beim normalen Kaninchen eine gréBere Diurese veranlaBte als beim 
splanchnicuslosen Tiere. 

3. Ein Faktor, der bei Anwendung eines spezifischen Diureticums 
zu beriicksichtigen ist, ist der, dal} die vegetativen Zentren durch das 


spezifische Diureticum gereizt werden, und da infolge hiervon die 


Permeabilitaét der Gewebe fiir Elektrolyte gesteigert wird. 


30 


Abb. 1. Kaninchen B 
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Abb. 3. Kaninchen D 


Normaler Zustand. ----- Nach Operation 
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Tabelle I. Chloridgehalt im Blute be 
Harnmenge Chloridgehalt im Harn 

Datum . “ - Erste Portion Zweite Portion vor 

——. quae =, absolute Menge absolute Menge Im ganzen der 

Injek- 

1926 com com ccm g Proz g Proz g Proz tion 
Kani: 
25. IT. 28 14 42 0244 O87 0,125 089 | 0369 O88 0525 « 

9. INT. 32 13 45 0.247 0.74 O.111 O82 0358 O80 O521 | 
12. ITT. 31 28 60 0.269 O84 O288 1.03 0.557 0.93 0.527 

Durchschn 31 18 49 0257 O82 0,175 O91 0428 O87 0524 0 
Kani: 

3. ITT. 54 18 72 0448 083 | 0,157! 087 0605 O84 O528 06 
10, TL, 30 10 40 0.261 087 | 0.142) 142 0403 1,00 0,533 
17. IIT. 38 15 53 0315 O83 0,128) 085 0443 O84 0530 0 
22. ITI 74 il 85 0,629 O85 O17 1,06 0,746 O88 0,539 02 

Durchschn. 49 15 63 0.413 O85 | 0,136!) 1,05 0549 O89 0533 O54 
Kani: 

3. ITT. 37 21 58 (0301 0.84 | 0.202) 1.01 | 0503! 087 | 0517 05 
15. ITT. 68 15 83 0546 0,73 | 0,174 1,16 0,720) O87 O516 05 
18. TTT. 100 6 106 _ . - = 0.721 | 068 0.522 053 
24. ITT. 70 13 83 0,665 095 O.177 136 0842 101 O512 050 

Durchschn 69 14 83 0,504 084 0.184 1,18 | 0697 O83 O517 05: 
Kaninc! 

1. IT. 20 l 21 - — — — (0111 | 053 | 0,517 | 05 
16. TET, 43 10 53 0.318 0.74 0.101; 101 0419 0.79 0523 053 
19. ITT. 35 7 42 — 0286 O68 0528 0.52 

Durchschn 33 6 39 ~ _- — (0272 067 0,523 05 
Tabclie II, Chloridgehalt im Blute bei der Injekt 
Kaninchen B. Operati 

10. V. 10 17 27 — ~ — — |0,275' 102 0537 0544 

13. V. 5 40 45 — — - — 0.585 1.30 0,534 0,52) 

17.V. 42 38 80 0353 084 0,357 0,94 |0,710 O89 0,535 053 

20. V. 22 20 40 0,218 099 | 0,204 1,02 0422 1,00 0534 0 

24. V. 31 26 57 | 0.325 1,08 | 0.304 1,17 |0639 1,12 O538 0: 

27. V. 56 19 75 0470 O84 0194 102 0664 O89 . 0533 0 

Durchschn. 28 27 54 0.344 094 |0265 104 0549 104 0535 0 
Kaninchen C. Operat 
8.V. — — 32 — — om — 0269 084 0.518 | 0.5: 

12. V. 43 l 44 ones _ — ~ 0488 L111 O513 05 

15. V. 39 13 52 | 0421) 108 0,172 132 0593 1,14 , 0,509 0.5 

19. V. 20 17 37 | 0,172 086 0.187 1,10 0359 097 0514 05 

22. V. 20 7 27 -— — — — 0.356 1,32 (0,513 05 

26.V 52 26 78 (0348 0,67 0.260 1,00 0608 O81 0513 0 

28. V 58 28 86 0.476 O82? 0286) 102 0,762 O89 O511 0 

Durchschn. 39 15 51 | 0,354 086 0226 111 0491 101 0,513 0: 
Kaninchen D. Operat 
7.¥. 12 4 16 - — - — | 0,126! 0,78 0516 0, 

11, V, 25 9 34 — — — /| 0,289) 0,79 0,522 0 

14. V. 5 5 10 - _— os 0.101 1.01 | 0515 0: 

18. V 24 12 36 |0225 098 0108 O09 0343 095 | 0520 0, 
25. \ 12 6 18 om oe 0.155 086 0528 0 

Durchschn. 16 7 23 — — _- — | 0,203 0,88 | 9,520 | 0,51 
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tion von Diuretica im normalen Zustand. 





Chloridgehalt im Blute 


3) Min 40 Min. 60 Min. SO Min Be merkunygen 


nach der Injektion 


0.564 0,560 0534 0546 0.533 Kérpergewicht 2250 g 

0.537 0,536 0567 0553 0561 Hamoglobingehalt 

0.52 0.539 1535 0.55 543 vor der 25 Min 50 Min 75 Min 100 Mur 

521 53 0,535 551 0,545 Injektion nach der Injektion 

0.541 0.545 0.545 0.550 0.546 73 Proz. 73 Proz 75 Proz 76 Proz 75 Proz 
+ an unbekannter Ursache | Woche n. d. 1. Operation 


0.577 0,582 0569 0578 0,559 Kérpergewicht 2500 g 


0.552 0.561 O561 0566 0574 Hamoglobingehalt 

0.519 0.561 0.541 | 0.517 0.524 vor der 25 Min ) Min 75 Min 100 Min. 
> yp eed os rae a Injektion nach der Injektion 

0,530 0,546 0,551 | 0,520 0,530 52 Proz. 55Proz. 55Proz. 54Proz. 53 Proz 


0.545 0563 | 0.556 0545 0547 


0 50 0,547 0,536 0.514 0.515 0,507 Korpergewicht 2950 g 

0.546 0549 0.564 | 0.566 0,547 | 0,550 Himoglobingehalt 

0 527 0.547 0.557 | 0.556 0.559 0.563 vor der 25 Min. »Min. 75 Min. 100 Min 
id am alan s ner te a Injektion nach der Injektion 

0.507 0.507 0546 0522 0536 0,535 65 Proz. 68Proz. 65Proz. 67 Pros. 65 Proz 


0.594 5°26 0538 0.551 0.540 0.542 0,529 
nehe l 
0.549 42 0.540 | 0,522 | 0.521 | 0542 0,521 K6érpergewicht 2700 g 


0) 53 3356 «600.544 | 0.535 0.550 0.539 0,546 Hamoglobingehalt 
vor der 25 Min. SO Min 75 Min 100 Min 


0,52 22 0,543 561 0,521 0,522 527 
a 543 | 0,561 521 a 0,527 Injektion nach ‘der Injektion 
0.542 0,539 0531 0534 0531 52 Proz 55 Proz. 55 Proz. 54 Proz 58 Proz 


n Diuretica nach der Durchtrenrsung der Splanchnici. 
“ILL. reehts, 3. 'V. links, ‘ 
535 0.542 0.542 0548 0533 0,545 Kérpergewicht 3400 g 
529 0.533 0548 0,534 0528 0514 
338 0542 0516 0519 0,535 
530 0,526 0,535 0,534 0,546 
538 0537 0,536 0,530 0.535 Hamoglobingehalt 
539 0540 0534 0.535 0.533 0.533 vor der 25 Min 5) Min 75 Min 100 Min 
ae * — —s a see Injektion nach der Injektion 
535 0.535 0.535 0.535 0,535 0,536 50 Proz. SO Proz. 52Proz. 52Proz. _S0 Proz. 


. 11. reehts, 30. TV. links. 
531 0.525 | 0.535 0511 0506 0501 Kérpergewicht 2800 g 
519 0.504 0508 0533 0511 0502 
0,519 | 0516 0,504 0492 0,481 
0.509 0,523 0,528 0533 0,532 
0.514 0502 0507 0482 0.500 Kérpergewicht 2700 g 
0.516 0511 0501 0528 0,504 - - — een . —_— 
0511 | 0,504 0518 0,515 | 0,519 Injektion ¥ : ar oe Injekti n ry 
0514 0514 0515 0510 0,506 65 Proz. 65Proz. 67 Proz. 68 Proz. 67 Proz 
%). IIT, rechts, 29. IV. links. 
1529 0522 0520 0512 0511 0511 Kérpergewicht 2800 g 
W512 0.514 0,522 0,527 0,513 0,523 Hamoyl »bingehalt 
515 0512 | 0.509 0515 0514 0508 Fe 25 Min sO a - _ q 
yas 4 née i) yuo . m1 njyektion nac ger inje m 
Sat] SS Om OR Ske Sica, Sha Vie om 
. On Oe We an weil Kérpergewicht 2600 g 


19 0518 0522 0521 0515 0516 


100 Min 
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4. Beim Kaninchen sind bei Darreichung von _ spezifischen 
Diureticis die Darmeingeweide und die Leber die hauptsachlichsten 
Orte der Elektrolytverschiebung, welche fiir die Harnabsonderung 
bestimmend sind. 

5. Die mitgeteilten Befunde sind neue Beweise dafiir, dab die 
primaire Wirkung der spezifischen Diuretica eine auf die Gewebe ist, 
daB die physiologische Harnabsonderung wesentlich geregelt wird durch 
chemische Verancerung im Blute und die Empfindlichkeit der Nieren- 
zellen fiir diese Verainderung, nicht aber primar geregelt wird durch 
Filtration und Riickresorpticon, und schlieBlich, daB der EinfluB ces 
sympathischen Nervensystems auf die Permeabilitat der Gewebe 
eine neue Abhingigkeit der Nierentatigkeit vom Zentralnervensystem 


darstellt. 





Beitrige zur Physiologie der Driisen. 


Von 
Leon Asher. 


Nr. 102. 


Fortgesetzte Untersuchungen iiber die chemische Regulation 
des Herzschlages durch die Leber und iiber die chemische Natur 
des von der Leber abgegebenen herzregulierenden Hormons. 


Von 
Karl Beyeler. 
[Aus dem physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern.) 
(Eingegangen am 21. September 1926 ) 
Mit 22 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


In vorausgegangenen Arbeiten von Takahashi!) und Richardet*) 
wurde eine Reihe von Tatsachen gefunden, welche dafiir sprachen, 
daB die Leber einen Stoff abgibt, welcher den Herzschlag im Sinne der 
Verstarkung und Beschleunigung verstirkt und die Erregbarkeit des 
Nervus vagus herabsetzt. Etwaige Fehlerquellen schloB Richardet 
durch eine sorgfaltig ausgefiihrte Experimentalkritik aus. 


Im Anschlu8 an diese Untersuchungen wurden im Berner Physio- 
logischen Institut zum Zwecke der Ermitthing des wirksamen Agens 
weitere Versuche angestellt. Hoffmann benutzte ein neues Dialysier- 
verfahren, um aus Leberbrei das wirksame Agens zu isolieren. Bei 
seinen Versuchen fand sich ein bemerkenswerter Unterschied. An 
Stelle der Beschleunigung erhielt er eine zwar nicht starke, aber doch 
eine gerade merkbare Verlangsamung. Bemerkenswerter war der 
Befund, daB, wenn sich das Herz unter Einwirkung des Leberdialysats 


') Takahashi, diese Zeitschr. 149, 468, 1924. 
2) Richardet, ebendaselbst 166, 317, 1925. 
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etwas verschlechtert hatte, der Zustand durch Atropin verschlimmert 
wurde, d. h., daB das Atropin unter diesen Umstiinden vagotrop wirkte. 
Ahnliche Beobachtungen gelangen Furrer, der verschiedene Arten von 
Leberextrakten benutzte. Mit denselben konnte er Verstarkung des 
Schlagvolumens des Saugetierherzens erhalten und Blutdrucksteigerung, 
wenn durch Narkose der Kreislauf verschlechtert worden war. Aber 
auch er vermibte Beschleunigung und fand keine Veriinderung oder 
geringfiigige Verlangsamung der Schlagzahl des Herzens. Mit den 
iiblichen klinischen Methoden lieBen sich Gallensiuren im Extrakt 
nicht nachweisen. 

Die Sachlage forderte nach mehreren Richtungen neue Unter- 
suchungen, und ich folgte der Anregung von Herrn Prof. Asher, um 
nach dessen Plinen die Regulation des Herzschlages durch die Leber 
weiter aufzukliren. In erster Linie schien es geraten, nochmals die 
grundlegenden Versuche von Takahashi zu wiederholen. Sodann lag 
die weitere Aufgabe vor, die Leberextrakte in noch gréBeren Ver- 
diinnungen anzuwenden als es die vorausgehenden Untersucher getan 
hatten. Als besonders wichtig erschien es dann, die von Hoffmann 
gemachte Beobachtung systematisch zu verfolgen und festzustellen, 
ob sich die Erscheinungen der Atropinumkehr vielleicht zur Charak- 
terisierung des wirksamen Stoffes benutzen lassen wiirden. Der neue 
pharmakologische Tatbestand hinsichtlich des Atropins sowie die ganze 
Wirkungsweise des herzregulierenden Agens aus der Leber bedurfte 
auch eine Miteinbeziehung der Wirkung des Cholins bzw. des Acety!- 
cholins in den Kreis meiner Untersuchungen. 


Die letzte und wichtigste Aufgabe, an der ich arbeiten sollte, war 


; . ; 
. abur die, den Versuch zu machen, die chemische Natur des wirksamen 
Stoffes zu erkennen. Schon hier méchte ich vorausschicken, da®B dies 
mit Hilfe der von mir benutzten biologischen Methoden gelang. 
’ 


Methodik. 


I. Versuche mit Leberperfusat. 


Bei allen Untersuchungen benutzte ich als Versuchstier den Frosch, 
und zwar bei Versuchen mit Leberperfusat jedesmal zwei Tiere. Das eine 
diente zur Gewinnung der Durchspiilungsfliissigkeit, das andere zur Priifung 
des gewonnenen Perfusats. 

Bei der Gewinnung der Leberfliissigkeit wurde genau gleich vorgegangen, 
wie dies Richardet in seinen Versuchen getan hatte. Dem Frosch wurde das 
Gehirn zerstért und eine von einem SammelgefiB kommende Leitung 
Die durch die Leitung geschickte Fliissigkeit 


die Vena portae eingebracht. 
wurde nach dem Durchtritt durch Leber und Herz mittels einer in die linke 
Aorta eingebundenen Kaniile in einem transportablen Gefa8 aufgefangen. 
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So konnte der Inhalt beliebig in das Sammelgefab zuriickgebracht werden, 
um von hier aus neuerdings durch die Leber zu flieBen. Die Durchspiilungs 
dauer wahrte im allgemeinen eine halbe Stunde. Vor Beginn der eigentlichen 
Perfusion wurden die im Lebergewebe zuriickgebliebenen Blutbestandteile 
ausgeschwemmt, bis die Fliissigkeit véllig klar zum Vorschein kam. Das 
zweite Versuchstier lieferte das Herz zur Priifung des so gewonnenen Leber 
perfusats. Zu diesem Zwecke wurde, nachdem das Riickenmark durchtrennt 
und das CGehirn zerstért worden war, in die linke Aorta eine Sfrauhsche 
Kaniile eingebunden, wobei vorher am Halse die Nervi vagi frei priipariert 
wurden. Unter letztere legte ich gut isolierte Guttaperchapapierelektroden, 
die mit einem NSchlitteninduktorium nach Kronecker verbunden waren 
Dieses Praparat wurde in eine stets feucht gehaltene Kammer gebracht. 
In bekannter Weise konnten die Veranderungen der Herzkammer mit 
Hilfe des Suspensionshebels auf dem Kymographion registriert werden 
Dabei wurde nicht nur auf Zahl und Starke der Herzschlage, sondern auch 
auf die Erregbarkeit des Nervus vagus geachtet. Diese letztere Versuchs 
anordnung zur Priifung der Leberfliissigkeit ist im Gegensatz zu der von 
Takahashi einfacher. Derselbe hat in die Vena cava inferior eine Kaniil 
eingebunden, die mit einem in der Héhe verstellbaren Sammelgefab ver- 
bunden war. Er band ebenfalls eine Kaniile in die Aorta mit einer Ver- 
bindung zum SammelgefaiB; so hatte er einen stetigen Kreislauf vom 
SammelgefaB durch das Herz und zuriick zum Ausgangsort. Als Ernahrungs- 
fliissigkeit, wie auch als Durchspiilungsfliissigkeit gebrauchte ich immer 
nur die Lésungen nach Barkan, Brémser und Hahn'*), die neben den physio- 
logisch unbedingt notwendigen Lonen noch Phosphate zur Pufferwirkung 
und den fiir den Frosch physiologischen Zuckergehalt besitzen. 


Zu Beginn jedes Versuchs suchte ich, um auf die Erregbarkeits- 
verhaltnisse des Nervus vagus sicher schlieBen zu kénnen, den Schwellen- 
reiz, die erste deutliche Hemmung und den vollstandigen Stillstand 
unter dem EinfluB der normalen Ernahrungsfliissigkeit. Waren diese 
Daten bekannt, wechselte ich mit Hilfe von Pipetten die Fliissigkeit 
in der Straubschen Kaniile und untersuchte, nachdem ich immer eine 
bestimmte Zeit die Einwirkung geschehen lieB, neben Zahl und Hohe 
des Herzschlages auch Verinderungen der Vaguserregbarkeit unter dem 
Einflu8 der neu einwirkenden Fliissigkeit. Diese wurde daraufhin 
wieder entfernt, und es wurde mit der urspriinglichen Brémserlésung, 
wiederum innerhalb einer genau beobachteten Zeitdauer, durch mehr- 


maliges Auswaschen versucht, die urspriinglichen Verhaltnisse wieder 


herzustellen. Dies gelang sozusagen immer. 


Diskussion der Kurven. 


Die Resultate meiner Untersuchungen sind in einer groben Zahl von 
Kurven wiedergegeben. Die methodischen Einzelheiten, die ich im Verlaut 
meiner Versuche jeweils anwandte, werden im Zusammenhang mit det 
Deutung der Kurvenbeispiele erlautert werden. 


') Barkan, Brémser und Hahn, Zeitschr. f. Biol. 1922, 5S. 74. 
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Abb. 1, dritter Versuch vom 5. Mai 1926 vormittags. zeigt in Zeile | 
deutlich die Wirkung der Leberfliissigkeit auf den Herzschlag. Derselbe 
wird erhéht und beschleunigt. Die DurchstrOmungsdauer betrug 55 Minuten, 
was einer 14maligen Passage derselben Fliissigkeit durch die Leber entsprach 
Mit einer Pipette entzog ich die normale Brémserlésung, unter deren Einflubs 
das Herz arbeitete, und gab mit einer anderen bereit gelegten genau die 
vleiche Menge Perfusat ein; denn um ein genaues Bild zu bekommen, mul} 
die Fliissigkeitssaule in der Straubschen Kaniile stets dieselbe Héhe be 








1 
Bromser Leber 
Bromser 
‘ % 
; Abb. 1 3. Versuch vom 5. Mai 1926, vormittags. 
sitzen. Der Kurvenausschnitt zeigt zugleich, dab die Vollwirkung nicht 


prompt mit der Zugabe erfolgt. sondern daB es wenigstens eine Minute 
dauert, bis diese einzutreten beginnt. Zeile 2 zeigt den Herzschlag nach 
mehrmaliger und griindlicher Ausspiilung mit Fliissigkeit der urspritinglichen 
Art. Sodann wurde dieselbe Fliissigkeit in bezug auf die Erregharkeit des 
Vagus gepriift. 


Abb. 2, vierter Versuch vom 5. Mai 1926 nachmittags, zeigt in Zeile | 
die Erscheinungen bei Brémserlésung. Bei der Reizstarke 1750 zeigt sich 
bereits die Vagushemmung: bei 2500 sogar vollstindiger Stillstand des 
Herzens. In Zeile 2 sieht man sofort die machtigen Ausschlage bei Fiillung 
mit Perfusat und zugleich nur eine minimale inotrope Vaguswirkung bei 
derselben Reizstarke, die vorhin das Herz véllig lahmte. Die Stromstiarke 
muB auf 3000 erhéht werden, um volligen Stillstand zu erzielen. 


Abb. 3, fiinfter Versuch vom 7. Mai 1926, zeigt in Zeile 1 die Wirkung 
eines Perfusats auf das Herz, das innerhalb einer halben Stunde elfmal 


durch die Leber gegangen war. Hier ist die Erhéhung und Beschleunigung 
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gut sichtbar. Zeile 2 zeigt dasselbe Herz 10 Minuten spater. Wahrend dieser 
Hier gelany 


Zeit wurde alle 2 Minuten mit Brémserlésung ausgewaschen. 
iiber die vo6llige restitutio ad integrum hinauszukommen, 


es mir, noch 
das normale Verhalten ist. Es bedurfte oft sehr zah! 


obwohl dies nicht 


reicher Auswaschungen, um den urspriinglichen Zustand wieder zu erreichen 


se ooeeceeecl estes eseecececeeeleseeessiseesels SUUSEES 


SALLUiiidiiililiiiiils 


Bromser 


dddddisdisdilidiiiislisisiiiis 


Abb. 2. 4. Versuch vom 5. Mai 1926, nachmittags 


Abb. 3 5 Versuch vom j 


Abb. 4, sechster Versuch vom 8. Mai 1926 vormittags, zeigt sehr schor 


bei Fiillung mit Perfusat Die ge 


die Verstarkung und Beschleunigung 
Zeitraum von 35 Minuten achtmal 


wonnene Fliissigkeit wurde in einem 
durch die Leber gespiilt. 


Die Ergebnisse des Versuchs 8 vom 11. Mai 1926 stelle ich in Form einer 
nebenstehend entsprechende Kurvenausschnitte 


Tabelle zusammen, wozu 


illustrieren. 
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Zeit ——isigkeit—— Regearas for | Recitand "| Schlageah 
18,24 Brémser 2000 2500 37 
18.37 Leber 2250 3100 44 
18.47 Broémser 1500 2250 38 
18.56 Leber 2000 2400 43 
19,10 Broémser 1500 2250 39 
19.23 Leber 2250 2500 44 


Daraus ist die Erniedrigung der Vaguserregbarkeit gut ersichtlich, und 
zudem deren Reversibilitat durch Brémserlésung. Die Dauer der Durch- 
spiilung zur Gewinnung des Perfusats betrug 30 Minuten, was emer Li maligen 


Passage durch die Leber entspricht. 





Leber Brémser 


Brémser 


Abb. 4 (1 bis 3). 6. Versuch vom 8. Mai 1926 


IT. Versuche mit Leberextrakten und ihr Verhalten gegeniiber Atropin und 
Acetylcholin. 

Zur Gewinnung des Leberextrakts hatte ich zwei Méglichkeiten. Ent- 
weder stellte ich dieses selbst aus einer frischen Leber her, oder ich gebrauchte 
Leberpulver. In ersterem Falle band ich dem Tiere, dessen Herz zur Priifung 
des Extrakts genommen wurde, die Gallenblase ab, exstirpierte die ganze 
Leber und extrahierte dieselbe mit dem gleichen Gewicht Brémserlésung. 
Nachdem tiichtig zerrieben und durch Gaze filtriert worden war, wurde das 
Filtrat enteiweiBt, nochmals filtriert und zuletzt neutralisiert. So wurde 
eine hellgelbe, fluoreszierende Fliissigkeit erhalten, die mir als Stammlésuny 
Fiir jeden Versuch wurde das Praparat neu hergestellt. 
Leberpulvers wurde von vornherein eine 
Zu einer gewissen Anzahl! 


cliente. 

Bei der Verwendung des 
Stamml6ésung in der Verdiinnung |: 10 gemacht. 
CGewichtsteilen Leberpulver wurden zehn Gewichtsteile mehr Brémser 
ldsung zugegeben und wahrend einer halben Stunde im Wasserbade extra 


hiert. Daraufhin enteiweiBt und neutralisiert. Diese letztere Art der 


Extraktgewinnung ergab mir die konstanteren 

Im Versuch vom 20. Mai 1926 wandte ich den Extrakt aus Leberpulver 
an. In héheren Konzentrationen zeigte sich eine Erhéhung und eine minimale 
Auf jeden Fall war nie eine deutliche 
bei gréBeren Verdiinnungen erhielt 


Versuchsergebnisse. 





Verlangsamung des Herzschlages. 
Beschleunigung zu konstatieren. Erst 
ich Anzeichen einer positiven Férderung in bezug auf die Schlagfrequenz, 
so deutlich, wie dies dann bei noch héheren Verdiinnungen 





obschon nicht 


geschah. 
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Konzentration 


1: 50 
] 75 
1: 100 


A ld A a ah da el te 


A 
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ih lah li la dik 


Flissigkeit 
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Leber 
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Schlagzahl 


50 
50 
51 
42 
45 
50 


Schlaghohe 
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erhéht 








Versuch vom 22. Mai 1926. 


5. 


Abb. 
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Die Wirkung des Leberextrakts in der Verdiinnung |: 100 auf das 
Herz, das unter dem Einflu8B der gewéhnlichen Brémser!ésung gearbeitet 
hatte, besteht in einer deutlichen Erhéhung und einer minimalen Be 
schleunigung. In Zeile 2 ist die Verdiinnung um das Doppelte erhéht und 
das Resultat ist sehr deutlich sichtbar. 

Im 12. Versuch vom 22. Mai 1926 tritt bei Fiillung mit der gewéhn- 
lichen Ernahrungsfliissigkeit bei der Reizstairke 700 schon offensichtlich 
Vaguswirkung, bei 900 vollstandiger Stillstand ein. Verstarkung und 
Beschleunigung des Herzschlags tritt unter Einwirkung des Leberextrakts 
in einer Verdiinnung |: 100 auf. Es erscheint nicht die geringste Spur 
einer Vaguswirkung bei Reizungen mit Stromstairken von 1000, 1250, 
2000. Erst bei 3600 tritt deutliche Wirkung in chronotroper und inotroper 
Hinsicht ein. Das Herz wird nach Auswaschung mit Brémser wiecer 
normal. 

In einem anderen Versuch vom 22. Mai 1926 wandte ich eine Ver- 
diinnung 1: 150 an. Abb. 5 zeigt in Zeile 1 die starke Wirkung des Nervus 
vagus wihrend des Einflusses der normalen Erniahrungsfliissigkeit bei der 
Reizstarke 2000. Bei 3000 wird vollstandiger Stillstand erzielt. In Zeile 2 
ist die férdernde Wirkung des Leberextrakts deutlich zu sehen und gleich- 
zeitig die starke Herabsetzung der Erregbarkeit des Nervus vagus; det 
vollige Stillstand tritt erst bei der Reizstarke 4500 ein. Zeile 3 demonstriert 
in deutlicher Weise die Reversibilitaét. Nachdem innerhalb 20 Minuten 
zehn- bis zwélfmal mit Brémserlésung gut ausgewaschen worden war 
stieg die Vaguserregbarkeit wieder deutlich an. Bei der Stromstarke 2000 
gibt es bereits wieder ausgesprochene negativ chronotrope und negatiy 
inotrope Wirkung. Bei 3000 vélliger Stillstand. 

Abb. 6, Versuch vom 23. Mai 1926, gibt in Zeile | und 3 den Herzschlag 
bei Fillung mit Brémserfliissigkeit. Wahrenddem Zeile 3 den Einflub 
der optimalen Leberextraktverdiinnung 1: 150 demonstriert. Zeile 2 
zeigt schén die Kraftigung des Herzens unter dem Einflu®B des Leber- 
extrakts. In Zeile 1 treten bei Reizstarken 500 und 550 starke Hemmungs- 
wirkungen ein, bei 600 bereits erfolgt vélliger Stillstand. In Zeile 2 hingegen 
tritt die erste Vaguswirkung erst bei der Stromstairke 1250 ein. Sehr gut 
gelang hier die Reversibilitat, wie divs in Zeile 3 deutlich vor Augen gefiihrt 
wird. 

Abb. 7, 13. Versuch vom 26. Mai 1926, zeigt in Zeile 1 die machtige 
Kinwirkung des Nervus vagus wahrend des Einflusses von Brémserlésung. 
Schon bei einer Reizstarke von 2250 wird deutliche Hemmung, bei 3500 
volliger Stillstand erzielt. In der Zeile 2 ist die férdernde Wirkung des 
Leberextrakts und gleichzeitig die starke Herabsetzung der Vaguserregbar- 
keit in deutlicher Weise gezeigt, indem bei einer Reizstirke von 3500 Ein- 
heiten, bei der kurze Zeit vorher unter der Brémsereinwirkung das Herz 
prompt still stand, nur eine ganz geringe Hemmung auffallt. Zeile 3 stellt 
die reversible Periode dar, wobei die Erregbarkeit sogar iiber den friitheren 
normalen Zustand hinaus wieder hergestellt ist, indem schon bei der Strom 
starke 3000 vélliger Stillstand eintritt. 

Um die Druckverhaltnisse der Fliissigkeitssiule tiber dem Herzen bei 
der Zugabe von Atropin nicht zu stéren, entnahm ich jedesmal vor der 
Zugabe mit einer geeichten Pipette ein gewisses Quantum der Fliissigkeit 
aus der Kaniile und gab daraufhin sofort dieselbe Menge Atropiniésung mit 
einer bereitgehaltenen Pipette wieder zu. Das Atropin léste ich in Brémser 
zu einer Verdiinnung 1: 1000. 
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Brémser 





Leberextrakt 1 : 150 Bromser 


Abb. 7. 13. Versuch vom 26. Mai 1926, vormittags 


Abb. 8. 14. Versuch vom 26. Mai 1926 vormittags, zeigt den Herzschlag 
(links in Zeile 1) nach langeren Untersuchungen auf die Vaguserregbarkeit 
unter EinfluB einer Leberextraktverdiinnung 1: 25. Hierzu gab ich 0.2 cem 
Atropin zu. An Stelle der erwarteten Besserung trat sehr bald eine deutlich 
sichtbare Verminderung der Leistungsfahigkeit auf, hauptsachlich, was die 
Schlaghéhe betraf. Das Kurvenbild demonstriert diese Erscheinung deutlich. 
Bei Auswaschung mit Brémser kam es augenscheinlich zu einer Besserung, 
wie dies in Zeile | rechts dargestellt ist. wahrenddem in Zeile 2 durch die 
Zugabe von Leberextrakt in der Verdiinnung 1:25 die Erholungsphase 
wieder riickgaingig gemacht wird und erst dann wieder deutlich zu wachsen 
beginnt, wenn ich die Fliissigkeitssiule mit optimaler Leberextraktver 
diinnung 1: 150 vertauschte. Von diesem Augenblick an zeigte sich eine 


rapid ansteigende Erholung. 

Eine Atropinwirkung laBt sich auch am isolierten Herz erzielen 
und das deswegen, weil Atropin nicht nur den Parasympathicus lahmt, 
sondern auch daneben eine sympathikotrope Komponente  besitzt 
So kommt bei der Atropineinwirkung auf das isolierte Herz diese 
letztere Eigenschaft des Atropins zum Ausdruck, da der Vagustonus 
weggefallen ist und selbstverstandlich durch Atropin nicht mehr be- 
einfluBt werden kann. Uberraschend war nun die Ausschaltung dieser 
sympathikotropen Komponente des Atropins, wenn das Herz vor der 
Zugabe unter dem EinfluB von Lehersubstanzen gearbeitet hatte. 
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Abb. 8 zeigt in Zeile 
an einem neuen Praparat. 


Brémser. 
v 


Leberextrakt 1:25 + 0,2 com Atropin 1: 1000. 
¥ 





Atropins nach Vorbehandlung mit Leberextrakt in der Konzentration |: 
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3 einen anderen Versuch desselben Vormittags 
In Zeile 3 ist die starke vagotrope Wirkung des 
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dargestellt. Zeile 2 demonstriert aubergewodhnlich deutlich die Reversibilitat 
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Abb. 9, 15. Versuch vom 27. Mai 1926, zeigt in Zeile | den Herzschlag 
bei Fiillung mit Leberextrakt in der Konzentration 1:25, wobei deutlich 
die Verlangsamung sichtbar ist; hierzu wurde Atropin in der gewohnten 
Verdiinnung 1: 1000 gegeben. Die Schlaghéhe des Herzens = sank 
augenblicklich und wurde nach I Minute 
auf die Halft reduziert. Zeile 2 zeigt 
den Herzschlag desselben atropinisierten 
Priparats 25 Minuten spater. Die ein- 
zelnen Kontraktionen des Herzmuskels 
sind = relativ selten geworden. Durch 
Reizung des Nervus vagus gelang es, 
diese sparlichen Erhebungen, solange ge- 
reizt wurde, zu hemmen. Den folgenden 
Versuch vom 28. Mai 1926. stelle’ ich 
tabellarisch dar. 
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Daraus ist erstens die machtige Verminderung det Schlagfrequenz 
ersichtlich und zweitens die durch Atropin wieder hergestellte véllige 
Hemmungsmoglichkeit durch den Nervus vagus, die bei der Fiillung mit 
Leberextrakt ohne Atropin nicht existierte. 


II1. Versuche mit Derivaten der Gallensduren und ihr Verhalten zu Atropin 
und Acetylcholin. 


In der Einleitung habe ich darauf hingewiesen, daB wegen der 
auch geringfiigigen Verlangsamung des Herzschlages, welche durch 
Dialysate, Extrakte und konzentrierte Perfusate eintrat, an die 
gallensauren Salze gedacht werden muBte. Es schien daher geraten, 
direkt mit gallensauren Salzen Versuche anzustellen. Ich versuchte, 
diese Salze durch Neutralisation kauflicher Cholalsiure selbst her- 
zustellen. Um jedoch véllige Klarheit zu haben, wurde beschlossen, 
mit ganz reinen Stoffen zu arbeiten, um nicht durch eine komplexe 
Fliissigkeit, wie Galle sie darstellt, Verwicklungen zu schaffen. 

Meine Untersuchungen wurden dadurch geférdert, da Herr Prof. 
Wieland, Miinchen, die Giite hatte, von seinen selbst dargestellten reinen 
Derivaten der Gallensiure, naimlich Natriumcholat (C,,H,,O;Na) und 
Natriumdesoxycholat (C,,H,;,0,Na) Herrn Prof. Asher zur Verfiigung zu 
stellen, und ich méchte auch an dieser Stelle Herrn Prof. Wieland den 
besten Dank aussprechen. 

Abb. 10, 18. Versuch vom 28. Mai 1926 nachmittags, zeigt in Zeile | 
links den Herzschlag bei Fiillung mit Brémserlésung, rechts die ausge- 
sprochene VergréBerung und Beschleunigung.nach Vertauschung der ersten 
Lésung mit einer Lésung von Natrium glycocholicum 1: 1000. Das Salz 
fand sich in der pharmakologischen Praparatensammlung des Berner 
Instituts. In vliesem Versuch wurde das Verhalten dieses Salzes in bezug auf 
die Erregbarkeit des Nervus vagus gepriift bei einer Verdiinnung 1: 500, 
wo der Herzschlag gerade die eben erste deutliche Verlangsamung zeigte. 
In Zeile 2 tritt bei einer Reizung mit Stromstiarke 1250, 1500, 1750 keine 
Vaguswirkung ein. Bei der Reizstarke 2000 und 3000 tritt vélliger Stillstand 
ein. In Zeile 3 steht das Herz unter der Einwirkung des gallensauren Salzes. 
Schon bei der Reizstirke 1250 zeigt sich eine deutlich ausgesprochene 
Vaguswirkung, wahrend in Zeile 2 bei der gleichen Reizstarke nur die aller- 
erste Andeutung einer Vaguswirkung eintritt. Der vdéllige Stillstand tritt 
bei der Stromstarke 1500 prompt ein, wie dies in Zeile 1 bei 2000 nicht 
geschieht. Zeile 4 demonstriert die vollstandige Reversibilitat dieser Er- 
scheinungen nach oftmaligem Auswaschen mit Brémser. Die in dieser 
Abbildung ausgesprochene Kraftigung des Herzens riihrt von der bedeutend 
besseren Ernahrung her, die durch fleiBiges Auswaschen, das innerhalb 
einer halben Stunde alle 2 Minuten geschah, erméglicht wurde. 

Abb. 11, 19. Versuch vom 29. Mai 1926, gibt in Zeile 1 den Herzschlag 
bei Fiillung mit Natrium glycocholicum 1: 1000 plus 0,4cem Atropin 
1: 1000 wieder. Man sieht genau die rapide Umkehrwirkung innerhalb 
weniger Sekunden. Zeile 2 zeigt links die Herztatigkeit unter dem Ein- 
fluB des gallensauren Salzes, wobei an bezeichneter Stelle eine Spur Atropin 
(0,01 cem) zugegeben wurde. Auch hierauf tritt wieder deutliche Umkelhi 
ein, indem das Herz allmahlich seine Tatigkeit reduziert bis zum praktischen 


Stillstand. 
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Im AnschluB an die Ergebnisse mit Atropin erwies es sich als Not- 
wendigkeit, die bekannte férdernde Atropinwirkung auf das geschwiichte 
Herz mit eben derselben von mir angewandten Atropinlésung in der genau 
yvleichen Dosierung, bei einer Fiillung mit Brémserlésung ohne Beisein von 


Natr. glykochol. + 0,01 ccm Atropin. 


Natr glykochol. + 0,4ccm Atropin. 
Abb. 11. 19. Versuch vom 29. Mai 19206. 


Leber- oder Gallensiurederivaten zu untersuchen. Das Ergebnis dieses 
Versuchs gibt Zeile 1 der Abb. 12 wieder. Das Herz, das vorher tiber 1 Stunds 
am Suspensionshebel gearbeitet und dabei auch als Versuchsobjekt gecdient 
hatte, indem es mehrere Maly mit Naxrium glyecocholicum und Atropin 
in Beriihrung kam und zudem die Umkehr zweimal demonstrierte, wurd 
peinlich ausgewaschen mit Brémserlésung und dazu diejenige Atropin 
menge, die sonst bei Anwesenheit von Leberextrakt oder Natrium glyco 
cholicum Erniedrigung und allmahlichen Stillstand bewirkte, gebracht. 
ohne da®8 daraufhin nur die Spur einer Schwachung der Herzarbeit eintrat 
Zeile 2 zeigt links die Herztiatigkeit bei Fillung mit Natrium glycocholicum 
plus Atropin, welche auffallend gehemmt, durch eine’ einmalige Aus 
waschung und Vertauschung mit atropinfreier Natrium glycocholicum 
Lésung 1: 1000, aber nach wenigen Sekunden sich zunehmend_ bessert 
Zeile 3 demonstriert weiterhin die normale Atropinwirkung bei Fiillung det 
Kaniile mit gewdhnlicher Brémserlésung ohne Beisein von Leberextrakten, 
noch Gallensiurederivaten. In diesem Falle zeigt sich weder eine Verlang 
samung des Herzschlages, noch eine Erniedrigung der Schlaghéhe. 


BU sOUEEDUVEEN 


Abb. 12 (1). 21. Versuch vom 4. Juni 1926. 
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Die Versuche mit Derivaten der Gallensiure erlitten hier eine 
Unterbrechung, weil sich die Frage aufdringte, wie sich der Leber- 
extrakt, der die normale Wirkung des Atropins umzukehren imstande 


ist, dem unter normalen Bedingungen vagotropen Acetylcholin gegen- 


Abb. 12 (2 bis 3). 21. Versuch vom 4, Juni 1926 


iiber verhalten wiirde. Der zu diesem Versuche angewandte Leber- 
extrakt wurde hergestellt aus einer frischen Leber eines Kaninchens, 
das zum Zwecke eines physiologischen Versuchs im Institut mit Urethan 
narkotisiert worden war. 

Abb. 18, 24. Versuch vom 11. Juni 1926, zeigt in Zeile 1 links die 
Herzarbeit bei Fiillung der Straubschen Kaniile mit Brémser, wobei die 
Schlagzahl pro Minute 30 betrigt. Der Inhalt der Kaniile wird nunmehr 
vertauscht gegen ein gleiches Quantum Acetylcholinlésung 1 : 25000. 
Schon nach 2 Minuten sieht man die bedeutende Erniedrigung und das 
rasche Sinken der Pulszahl auf 28 hinunter. Die Fortsetzung des Kurven 
bildes zeigt Zeile 2. Hier wurde die Acetylcholin!ésung ersetzt durch Leber 


Brémser, ersetzt durch Acetylcholin 


Abb. 13 (1). 24. Versuch vom 11. Juni 1926 
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extrakt 1: 1000. Sofort bessert sich Schlaghéhe und Beschleunigung, stetig 
zunehmend. Nach 4 Minuten war eine Pulszahl von 36 pro Minute erreicht 
Zeile 3 zeigt den Herzschlag unter dem Einflu®B des Leberextrakts. Zu 
dieser Fliissigkeit in der Kaniile wurde Acetylcholin gegeben. Die Herz- 
arbeit wurde dadurch nicht im geringsten benachteiligt, im Gegenteil 
glaubte ich bisweilen eine kleine Erhéhung zu bemerken. Nach 9 Minuten 
lie3 ich die Trommel laufen und erhielt eine Erniedrigung waihrend 1 Mi 
nute, die nur voriibergehend war. Zeile 4 gibt links den Zustand des Herzens 
bei Versorgung mit gewdhnlicher Brémserlésung. Diese wurde ersetzt 
durch eine Mischung von Leberextrakt 1: 1000 und Acetylcholin 1: 25000 
zu gleichen Teilen. Nach 10 Minuten Einwirkung zeigte sich keine Anderung 
weder in inotroper noch wesentlich in chronotroper Hinsicht gegeniiber det 
friiheren Lésung. Daraufhin zeigt sich nach der Auswaschung mit Leber 
extrakt dessen verstarkende Wirkung. 

Abb. 14, 22. Versuch vom 5. Juni 1926, zeigt die Ergebnisse der Ver 
suche mit verschieden hohen Cholatverdiinnungen. In Zeile 1 laBt sich 
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Abb. 14. 22. Versuch vom 5, Juni 1926 
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eine durch relativ hohe Konzentration hervorgerufene Erniedrigung und 
Verlangsamung erkennen, wahrend in Zeile 2 bei einer Verdiinnung von 
1: 1000 schon eine Erhéhung und in Zeile 3 dazu eine Beschleunigung 
sichtbar wird. Zeile 4 zeigt noch eine héhere Cholatverdiinnung, deren Ein- 
wirkung auf das Herz die Férderung der Herztatigkeit mit aller Deutlichkeit 


sichtbar macht. 


Versuche mit Wielandschen Prdparaten. 


A. Natriumcholat. 


In der Abb. 15 ist der normale Herzschlag bei Fiillung mit gewéhnlicher 
Brémserlésung wiedergegeben. In Zeile 2 arbeitet links das Herz unter 
EinfluB der Cholatlésung 1 : 1000, wobei die verstarkende Wirkung deutlich 
wahrnehmbar ist. In der Phase der deutlichen Cholatwirkung wird 0,3 cem 
Atropin zugegeben. Man bemerkt auch hier wiederum die ausgesprochene 
Erniedrigung und Verlangsamung; die Pulszahl ist von 40 innerhalb 
2 Minuten auf 35 heruntergegangen, und einige Zeit spiter betrug sie noch 
31 pro Minute. Durch peinliches Auswaschen mit Brémser gelang fast 
volilstandige Riickkehr zum Normalzustand bei Fiillung mit Fliissigkeit 
der urspriinglichen Art. Zeile 3 zeigt an einem anderen Herz. 
praparat das Verhalten der unter Einwirkung von Cholatlésung 
stehenden Herztatigkeit und die darauf folgende Applikation von Acetyl- 
cholin. Hier zeigt sich tiberraschenderweise nicht nur keine Erniedrigung 
und Verlangsamung, wie das nach Zugabe zu Leberextrakt (Abb. 15, 
Zeile 4) eintrat, sondern sogar eine sichtbare Erhéhung und kleine Be- 


schleunigung. 

Abb. 16, 27. Versuch vom 16. Juni 1926, zeigt in Zeile 1 die Herzarbeit 
mit Natriumcholat in der Verdiinnung | : 5000; daneben sehen wir die Ver- 
anderungen, die eintreten, wenn man zu derselben Fliissigkeit 0.2 ecm 
Atropin hinzufiigt. Zeilg 2 demonstriert den Herzschlag nach 5 Minuten; 
machtige Erniedrigung der Schlaghéhe und Herabsetzung der Schlagzahl. 
Zudem sieht man in demselben Kurvenbild die férdernde Einwirkung der 
Auswaschung mit Cholat 1: 5000. Das Cholat-Atropingemisch wurde mit 
Hilfe einer zu diesem Zwecke bezeichneten Pipette aus der Kaniile entfernt 
und wahrend 1 Minute mit atropinfreier Cholatlésung ausgespiilt. Man 
sieht die ziemlich rasch eintretende Erhéhung. In Zeile 3 sieht man den 
Fortschritt der Reversibilitaét, welcher durch Cholatauswaschungen wahrend 
15 Minuten geschah: Die Restitution der Schlaghéhe geht sogar etwas 
iiber das Normale hinaus, auf Kosten der Schlagzahl pro Minute. Nach 
Atropinisierung, wihrenddem das Herz mit Cholat gefiillt war, war die 
urspriingliche Schlagzahl trotz der peinlichsten Auswaschungen sehr selten 
restlos wieder herzustellen. Rechts auf dem Kurvenausschnitt ist die 
Atropinumkehr wieder deutlich gezeigt. Zeile 4 demonstriert die 
tiickkehr zum Normalzustand bei Einfiillung von Cholat 1: 5000 nach 
zweimaligen, zeitlich voneinder getrennten, mehrfachen Auswaschungen. 
Die in der Zeile 2 und 4 bestehende Bezeichnung Galle bedeutet 
das Gallensaéurederivat Cholat. Zeile 5 zeigt einen Kurvenausschnitt, 
der zeitlich noch vor Zeile 1 liegt. Er gibt links die Herzarbeit bei 
Fiillung mit Cholat, rechts dieselbe bei Zugabe von kleinen Mengen 
Acetylcholin. Es erfolgt keine Erniedrigung und Verlangsamung, wie 
das geschieht, wenn <Acetylcholin auf gewéhnliche Brémserlésung ein- 


wirkt. 
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Abb. 16 (1 bis 4). 27. Versuch vom 16. Juni 1926 
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Abb. 16 (5). 27. Versuch vom 16. Juni 1926 


B. Natriumdesoxycholat. 


Abb. 17, 30. Versuch vom 18. Juni 1926, gibt in Zeile 1 links den 
Herzschlag bei Fiillung mit Brémser, rechts davon die frappante Férderung 
nach Vertauschung mit Natriumdesoxycholat 1: 5000 wieder. Hier 
demonstriert sich ganz besonders deutlich die Wirksamkeit der hohen 


Brémser + Acetylcholin — Natriumdesoxycholat 


Abb. 17. 30. Versuch vom 18. Juni 1926, vormittags 


Verdiinnung. Zeile 2 zeigt die Wirkung des Acetylcholins auf das mit Cholat 
gefiillte Herz, wobei nicht die Spur einer Schwachung des Herzens eintritt, 
wahrend aber in Zeile 3 die gewaltige Verinderung der Herzarbeit nach 
Dosis Acetylcholin, wo die Straubsche Kaniile mit 


der genau gleichen 
Brémser gefiillt war, in die Augen springt. Dazu ist in dieser Kurve 
sehr gut die férdernde Wirkung des Natriumoxycholats 1 : 5000 gezeichnet, 
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nachdem das Brémser-Acety!cholin- 
gemisch durch Cholat vertauscht 
worden war. 

Abb. 18, 31. Versuch vom 18. Juni 
1926 nachmittags. Dieser Versuch ist 
besonders anschaulich. Zeile 1 zeigt 
links das Herz unter dem EinfluB des 
Cholats in Verdiinnung 1 : 5000. Dann 
wurde atropinisiert mit einer sehr 
geringen Giftmenge, namlich 0,15 cem 
Atropin. Das Kurvenbild zeigt das 
Resultat in auBerordentlich schéne1 
Weise, ebenso die Erscheinung det 
Reversibilitat, die nach einmaliger 
Auswaschung mit Brémser erhalten 
wurde. Zeile 2 zeigt die Fortsetzung 
dieser Kurve. Hier wurden in die 
mit Brémser gefiillte Kaniile 0,2 ccm 
Atropin (0,05cem mehr als oben) 
gegeben: sofort trat eine sehr schéne, 
normale Atropinwirkung auf, die sich 
durch sympathisch férdernde Wir- 
kung auszeichnete. In diesem Moment 
gab tch zur Halfte Cholat 1: 5000 
zu, worauf deutlich sichtbare Ernie 
drigung und Verlangsamung, ja sogar, 
praktisch gesprochen, Herzstillstand 
eintrat. 
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Aus den wmitgeteilten Ver- 
suchsbeispielen ergibt sich, dab 
tatsichlich mit Natriumcholat und 
Natriumdesoxycholat genau die 
gleichen Erscheinungen sich er- 


Abb. 18. 


zielen lassen, wie mit Leber- 
perfusat und mit Leberextrakt 
in der richtigen, geringen Konzen- 
tration. Die chemisch reinen, 
cholsauren Salze verstirken und 
beschleunigen den Herzschlag, und 
was ich besonders hervorheben 
méchte, die Cholate bedingen die 
bemerkenswerte Atropinumkehr und 
die Beseitigung bzw. Antagoni- 
sierung der Folgen der Acety!- 
cholinvergiftung. 


Diese pharmakologischen Wirkungen der Cholate dienen geradezu 
mit zur biochemischen Charakterisierung der wirksamen, den Herz- 
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schlag regulierenden Substanz aus der Leber. Sie beseitigen auch 
jeden Zweifel, daB etwa kiinstlich geschaffene Nebenbedingungen die 
seinerzeit von Takahashi gemachten Beobachtungen verschuldet hatten, 
was ja itibrigens durch die genauen Untersuchungen Richardets als 


unwahrscheinlich erkannt worden war. 


Versuche tiber den Kinflug des Atropins aul Lehe rperjusat, 


AnschlieBend berichte ich noch tiber einige Versuche iiber das Verhalten 
von Atropin gegeniiber Leberperfusat. 

Abb. 19, 32. Versuch vom 23. Juni 1926, zeigt in Zeile 1 links den Herz- 
schlag bei Fiillung mit Brémser, rechts davon unter Einflu® einer Fliissig- 
keitsmenge, die durch die Leber gegangen war. Die Durchstrémung fand 
in der Zeit von 14 Stunde statt. Zu dieser Fliissigkeitsmenge wurden 0,3 cem 
Atropin gegeben, diejenige Menge, die bei friiheren Versuchen mit den Gallen- 
siurenderivaten und mit Leberextrakten die Umkehr der normalen Atropin- 
wirkung hervorrief. Es zeigt sich auf der Kurve keine Erniedrigung, nur 
eine kleine Verlangsamung, d. h. es auBerte sich im ersten Augenblick nu 
eine Komponente der Atropinumkehr. Dann wurde zweimal mit Leber- 
perfusat ausgewaschen und etwas mehr Atropin gegeben. Zeile 2 demon- 
striert das Ergebnis. Nach Zugabe von 0,5 ccm Atropin 1: 1000 trat die 
Umkehr sofort ein. 

Abb. 20, 33. Versuch vom 24. Juni 1926, zeigt die Priifungsergebnisse 
tur die Wirksamkeit der antagonisierenden Gifte an einem zu diesem Zwecke 
hergestellten Herzpraparat. Links auf dem Kurvenausschnitt arbeitet das 


i ‘ ‘ et : AY 
WIL t! ’ ; \\ iiiiti| 


PEUUGEUS 'TEPTEDESSS SISSIES SSESSTSES eee e eee Ces ceeseseseseneeet ti. Mente  Oeve ve 
Abb. 20. 33. Versuch vom 24. Juni 1926 
Herz unter dem EinfluB der gewohnlichen Ernahrungsfliissigkeit. Darauf 


wird das Herz durch Einbringen von 0,3 cem Acetylcholin geschwacht, wobei 
die Schlaghéhe erniedrigt und die Schlagzahl vermindert wird. Auf Zugabe 


von 0,3 cem Atropin tritt normale Atropinwirkung ein mit den férdernden 


Erscheinungen. 
Abb. 21. 
fordernde Wirkung des Leberperfusats, das innerhalb 4 Stunde durch die 
11 Minuten wurde die 
eine genau gleiche 


34. Versuch vom 25. Juni 1926, gibt in Zeile 1 die stark 


Leber durchgespiilt worden war, wieder. Nach 
Fliissigkeitsmenge in der Kaniile vertauscht gegen 


Quantitat Brémser-Atropinlésung. Es trat keine prompte Umkehr ein. 


Nach der ersten Minute noch sieht man in Zeile 2 eine minimale Erhebung 


auf Kosten der Schlagfrequenz. Letztere zeigt jedoch nach 2 Minuten schon 
eine ganz deutliche Verlangsamung, die stetig zunimmt. Um das Herz nicht 
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zu stark zu schadigen, wurde die Fliissigkeit entfernt und waihrend 30 Minuten 

mit Brémser fleibig ausgewaschen. Nach dieser Zeit hatte sich der Herz- 

schlag vollstandig erholt. Nun setzte ich neuerdings Atropin zu. Das Resultat 

ist in Zeile3 zu sehen. Die Brémserlésung wurde ersetzt durch genau 

dieselbe Menge Atropin Brémser wie oben. Sofort trat die Umkehr ein. 
Es galt nun, diejenige Verdiinnung des 

Leberperfusats zu suchen, bei der unter 

physiologischen Bedingungen die umkehrende 

Wirkung des Atropins bei Fiillung mit Leber- 

perfusat nicht eintritt, sondern das Gegenteil. 

Die Ergebnisse dieser Versuche zeigt Abb. 22 

vom 28. Juni 1926. Zeile 1 gibt die Wirkung 

bei Fillung mit unverdiinntem Perfusat 

wieder. In Zeile 2 ist das Perfusat zur Halfte 

verdiinnt mit Brémser, wobei noch Atropin 

umkehr eintrat. Zeile 3 zeigt ein indiffe- 

rentes Verhalten bei einer Verdiinnung. wo auf 

lecem  Leberperfusat 

2,25 ccm Brémser 

gebracht worden war. 

Eine direkt férdernde 

Wirkung des Atropins 

bei Fiillung der Kaniile 

mit Leberperfusat, wo 

vor der Atropinappl'- 

kation eine Perfusat- 

forderung wahrnehm- 


JU 


5. Juni 1926 


? 


bar war, habe ich 
nicht beobachten und 
registrieren kdénnen. 


34. Versuch vom 
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Abb. 22. 35. Versuch vom 28. Juni 1926 


SchluBbetrachtung. 


Der Ausgangspunkt meiner Untersuchungen war zunichst der 
gewesen, gewisse Widerspriiche aufzukliren, die sich bei der Beein- 
flussung des Herzens einmal mit Perfusaten durch die tiberlebende 
Leber, das andere Mal mit Leberextrakten ergeben hatten. Die Wider- 
spriiche haben sich als scheinbare ergeben, sie sind eine reine Quantitats- 
frage. Die fiir Leberperfusate so charakteristische Wirkung auf das 
Herz, die VergréBerung der Schlagstirke, die Vermehrung der Schlag- 
zahl, die Herabsetzung der Vaguserregbarkeit, alles in reversibler 
Weise, konnte mit passend verdiinnten, in geeigneter Weise hergestellten 
Leberextrakten in genau der gleichen Weise erzielt werden. 
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Neu hinzugekommen ist die Beobachtung, daB die Leberextrakte 
und auch die Perfusate die pharmakologische Wirkung des Atropins 
auf das Herz umkehren. Unter dem EinfluB des in Leberextrakten 
und Leberperfusaten befindlichen Stoffes wirkt Atropin in typischer 
Weise vagotrop, indem es die Schlagstarke vermindert und die Schlag- 
zahl herabsetzt. Je nach der Konzentration des angewandten Stoffes 
laBt sich mit Atropin am Herzen das gleiche erreichen, wie mit einem 
typischen parasympathischen Gift, etwa Muskarin oder Acetylcholin. 
Diese Umkehrwirkung ist neu und in der uns zugiinglichen Literatur bis 
jetzt nicht beschrieben. Sie ist eine echte Umkehrwirkung, nicht wie 
die meisten anderen zur Zeit bekannten eine selektive Auslese unter 
zwei méglichen Wirkungen. Ob die Umkehr des Atropins durch den 
Stoff aus der Leber eine spezifische ist, wird noch zu untersuchen sein. 
Jedenfalls liegt in der Umkehrwirkung eine neue biochemische Methode 
der Charakterisierung eines Stoffes vor. 

Auch Acetylcholin wirkt unter dem EinfluB des aus der Leber 
stammenden Stoffes ganz anders wie sonst. Es gelingt, die para- 
sympathisch erregende Wirkung des Acetylcholins, die sich in Hemmung 
auBert, vollstandig zu antagonisieren. 

Mit Hilfe der biochemischen und pharmakologischen Kriterien, 
die ich in meiner Arbeit angewandt habe, ist es gelungen, denjenigen 
Stoff aus der Leber, der die Herzregulation besorgt, ausfindig zu machen. 
Reine Cholate im physiologischen, d.h. in auberordentlich verdiinnten 
Lésungen rufen alle Erscheinungen, die in den Arbeiten von Takahashi, 
Richardet und mir beschrieben worden sind, in genau der gleichen 
Weise hervor. Ebenso bewirken die Cholate die Umkehr von Atropin 


zur Vagotropie und die Antagonisierung von Acetylcholin. Die Er- 


scheinungen beruhen demnach auf einem chemisch wohl bekannten 
physiologischen Produkt der Lebertitigkeit. Definitiv ist jetzt der 
Beweis gefiihrt, daB dasjenige, was in den Leberperfusaten vorlag, 
nicht ein durch kiinstliche Bedingungen entstandenes war, sondern 
etwas Physiologisches. Wir diirfen jetzt der Meinung Ausdruck ver- 
leihen, daB die von der Leberzelle gebildeten Cholate, in sehr schwachen 
physiologischen Konzentrationen in den Kreislauf gelangend, die 
Stoffe sind, welche an der chemischen Regulation des Herzens einen 
Anteil haben. Die Cholate diirfen mit dem gleichen Rechte als ein 
von der Leber geliefertes Hormon bezeichnet werden, wie Magnus das 
in der Darmwand gebildete Cholin als Hormon bezeichnet. Der Fall 
liegt in vielen Beziehungen ganz analog. Wie Cholin sonst und in nicht 
physiologischer Konzentration ein sehr heftiges Gift ist, an bestimmten 
Orten aber ein niitzliches Hormon, so sind auch die Cholate am richtigen 
Orte und in der richtigen Konzentration Hormone. Da die Cholate 
ein intermediires Produkt des Cholesterins sind, gewinnt der Cholesterin- 
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stoffwechsel jetzt auch mit Riicksicht auf seine Bedeutung als Erzeuger 
eines hormonalen Produkts erhéhtes Interesse. 

Es ist klar, daB die Erkenntnis, daB die Cholate physiologische 
Regulatoren der Herztitigkeit sind, nicht bloB fiir rein physiologische 
Verhiltnisse neue Ausblicke eréffnet; noch vielmehr gilt dies fiir die 
Pathologie. Direkt ein praktisches Interesse scheinen mir auch die 
bemerkenswerten Umkehrwirkungen, die am Atropin  beobachtet 
wurden, zu besitzen. Es ist klar, daB je nach den im Kreislauf zirku- 
lierenden Cholatmengen die Wirkungen von Atropin auf verschiedene 
Funktionen durchaus verschieden sein werden. Die groBe Reihe von 
neuen Fragen, welche die in dieser Arbeit gemachten Entdeckungen 
entstehen lassen und die der Beantwortung harren, sind im Berner 
physiologischen Institut in Angriff genommen. 


Zusammenfassung. 


1. Die fritheren, von Takahashi gemachten Beobachtungen iiber 
Verstirkung und Beschleunigung des Herzschlags und Herabsetzung 
der Vaguserregbarkeit durch Leberperfusat wurden erneut  bestitigt. 


2. Durch Anwendung des Leberperfusats in grofien Konzentrationen 
wurde anstatt der Beschleunigung Verlangsamung des Herzschlags 
bewirkt. 

3. Selbstgemachte und fabrikmaBig hergestellte Leberextrakte 
bewirkten je nach der Konzentration entweder Verstarkung des Herz- 
schlags, Beschleunigung desselben und Herabsetzung der Erregbarkeit 
des Nervus vagus, oder Verstirkung des Herzschlags, Verlangsamung 
desselben und Erhéhung der Vaguserregbarkeit, oder schlieBlich Ver- 
minderung der Starke der Herzschlage und der Schlagzahl. 

4. Sowohl Leberperfusat, wie Leberextrakt bewirkten eine voll- 
stiindige Umkehr der Wirkung des Atropins. Atropin, welches im 
normalen Zustande Verstarkung und Beschleunigung veranlaBt, wirkte 
nach Vorbehandlung mit den genannten Leberstoffen genau wie 
Muscarin oder Cholin an Normalherzen. Die Vagotropie von Atropin 
durch das Leberagens ist eine charakteristische biochemische Eigen- 
schaft des letzteren. 

5. Im Gegensatz hierzu wird die vagotrope Wirkung des Acety|- 
cholins durch die wirksamen Leberstoffe entweder voéllig aufgehoben 
oder stark vermindert. Der wirksame Leberstoff kann dazu dienen, 
gegen Acetylcholin zu entgiften, genau wie Atropin dies tut. 


6. Alle genannten Wirkungen physiologischer und pharmakolo- 
gischer Art konnten durch chemisch reine Cholate passender Ver- 
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diinnung gleichfalls erreicht werden. Dies spricht dafiir, daB Cholate, 
in physiologischer Konzentration von der Leber an das Blut abgegeben, 


zur Regulation des Herzschlags dienen. 

7. Aus diesen Tatsachen folgt, daB der innerhalb physiologischer 
Grenzen sich abwickelnde Cholesterinstoffwechsel zum Teil hormonalen 
Aufgaben dient. 

8. Die Abgabe von Cholaten zu hormonalen Zwecken durchdie 
Leber gehért anscheinend der gleichen Reihe von biologischen Prozessen 
an, wie die Bildung von Cholin in der Darmschleimhaut zur Regulation 


der Darmautomatie. 





Beitrige zur Physiologie der Driisen. 


Von 


Leon Asher. 


Nr. 103. 


Die Kohlensiurekapazitat des normalen und milzlosen Tieres 
bei Normaldruck und bei Unterdruck. 


Von 
Hideo Nakao. 
{Aus dem physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern.j; 
(Ringegangen am 21. September 1926.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Die Untersuchung der Funktionen der Milz, wie sie in einer grofen 
Anzahl von Arbeiten im Berner physiologischen Institut gemacht 
worden ist, hat unter anderem gezeigt, wie notwendig es ist, von allen 
Seiten das Problem in Angriff zu nehmen, vor allem aber den Organismus 
vor etwas ungewéhnliche, aber immerhin natiirliche Versuchs- 
bedingungen zu stellen, um Genaueres iiber die Leistungen der Milz 
im Organismus zu erfahren. Nur auf diese Weise wird es gelingen, die 
vielen Schwierigkeiten und Widerspriiche, die sich als Ergebnisse bei der 
Untersuchung der Milz herausstellen, allmahlich zu beseitigen. Diese 
Schwierigkeiten und Widerspriiche sind wesentlich bestimmt durch 
die natiirliche Stellung der Milz innerhalb des Organismus. Die Milz 
ist, wie mehrfach in den Arbeiten des Berner physiologischen Instituts 


gezeigt wurde, in ein sehr wirksames Kompensationssystem  ein- 


geschlossen. 

Unter die Fragen der Milzphysiologie, welche auch jetzt noch der 
Diskussion unterliegen, gehért auch die, ob nach Milzexstirpation eine 
Animie bestehen mu oder nicht. Auf die Literatur dieses Gegenstandes 
braucht hier nicht eingegangen zu werden, weil dieselbe sich in der 
umfassenden Monographie von Krumbhaar: Uber die Milzfunktion, 
in den Physiological Reviews 1926, in groBer Vollstandigkeit vorfindet. 
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Im Gegensatz zu anderen Autoren, auch im Gegensatz zu Krumbhaar, 
haben die Untersuchungen des Berner physiologischen Instituts zu 
dem Ergebnis gefiihrt, daB die Animie keine notwendige Begleit- 
erscheinung der Milzexstirpation ist, und dort, wo sie auftritt, sekun- 
dairen Stérungen des Kompensationsmechanismus zuzuschreiben ist; 
Stérungen, die man durch richtige Innehaltung gewisser ex perimenteller 
Bedingungen beherrschen kann. Das individuelle Verhalten einzelner 
Tierarten hinsichtlich dieser Animie ist in den Kreis variabler Kom- 
pensationsmoglichkeiten mit eingeschlossen. 

In einem gewissen Zusammenhang mit der Frage der Animie steht 
das Verhalten milzloser Tiere gegeniiber Sauerstoffmangel. Es hat 
sich das Aussetzen milzloser Tiere gegen Sauerstoffmangel als ein 
wertvolles methodisches Mittel erwiesen, um in gewissen Fillen einen 
Einblick in dasjenige Funktionsgetriebe zu erhalten, an welchem die 
Milz beteiligt ist. 

Es waren diese Erwigungen, welche mich veranlaBten, auf An- 
regung von Prof. Asher die Kohlensiurekapazitat des Blutes normaler 
und milzloser Tiere bei Normaldruck und bei Unterdruck zu bestimmen. 
Der Gedankengang, der bei dieser Untersuchung leitend war, war der, 
daB, falls nach Milzexstirpation eine Anidmie eintrete, dieselbe in einer 
Anderung der Kohlensiurekapazitaét des Blutes sich zeigen wiirde. 
Um so mehr wire das zu erwarten, wenn entsprechend den hier dar- 
gelegten Grundsitzen das Tier der Bedingung des Sauerstoffmangels 
unterworfen wiirde. Unter dieser neuen Bedingung miiBten sich feinere 
funktionelle Veriinderungen des Blutes in der Richtung der Animie 
in scharferer Weise aufzeigen lassen. 

Um die gestellte Aufgabe, die an Kaninchen ausgefiihrt wurde, 
zu lésen, war es notwendig in der Art und Weise, wie es Henderson, 
Straub und seine Mitarbeiter und andere getan haben, die Kohlen- 
siuremengen, welche das Blut bei Sattigung mit verschiedener Kohlen- 


siurespannung aufnimmt, zu bestimmen. Da ich mit kleinen Tieren 
arbeitete und dasselbe Tier wahrend einer lingeren Versuchsdauer 
benutzt werden muBte, war es unbedingt notwendig, eine Mikromethode 
der Kohlensiurebestimmung zu benutzen. Wir verdanken Krogh und 
Liljenstrand eine genau ausgearbeitete Mikromethode der Kohlensaure- 


bestimmung. 

Was die Bestimmung der Kohlensaure nach der Sattigung mit Luft 
einer bestimmten Kohlensiurespannung betrifft, so habe ich dieselbe 
genau nach den Angaben von Krogh und Liljenstrand') ausgefiihrt und 
kann daher auf die Arbeiten der Autoren verweisen. Ich habe dafiir 
gesorgt, die Reagenzien peinlichst kohlensaurefrei zu halten und habe 


1) 4. Krogh und G. Liljenstrand, diese Zeitschr. 104, 300, 1920. 
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wenigstens einmal wéchentlich die Lésung frisch hergestellt. Blind- 
werte wurden andauernd mit bestimmt. Alle angewandten Lésungen 
wurden lange Zeit auf derjenigen Versuchstemperatur gehalten, bei 
welcher im Wasserbad des Mikroanalysenapparats gemessen wurde. 
Ich bediente mich des Kroghschen Manometers zum Mikrorespirations- 


apparat und der von Krogh und Liljenstrand angegebenen Flaschchen. 


sei der Sa&ttigung der Blutproben mit Kohlensaéure bin ich im all 
gemeinen den Angaben der genannten Autoren gefolgt; gewisse Finzelheiten 
meiner Versuchsanordnung bedingten kleine Unterschiede, insbesondere 
habe ich mir eine eigene Versuchsanordnung geschaffen, um Luftgemische 
bestimmter Kohlensiurespannung herzustellen. Die Anordnung ist in 
Abb. | und 2 gezeigt. Zur Herstellung der Gasmischung bestimmter 


Abb. 1. 


Kohlensaiurespannungen diente ein System von zwei Mariotteschen Flaschen, 
die miteinander durch einen dickwandigen Gummischlauch verbunden 
waren und von welchen sich die eine auf einem genau verstellbaren 
Kurbelstativ befand. Der Flascheninhalt betragt etwa 300 cem (vgl. Abb. | 
und 2). Zuerst werden die mit der Flasche F, in Verbindung stehenden 
Hahne (1, 2, 3, 4) geéffnet und der Hahn 6 geschlossen. Die Flasche F, 
wird dann vollstandig mit Quecksilber gefiillt, wm die in der Flasche be- 
findliche alte Luft zu vertreiben. Sodann wird durch ganz allmahliches 
Senken der Flasche F, die Flasche /’, mit frischer Zimmerluft gefiillt (das 
Zimmer war gut geliiftet und der Sauerstoff- und Kohlenséuregehalt des 
Zimmers wich nicht viel von demjenigen der reinen Gartenluft ab; da ich 
bei Zimmertemperatur arbeitete, war der Sauerstoffgehalt der Luft hin- 
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reichend, um Fehlerquellen bei der Mikroanalyse auszuschlieBen). Nachdem 
die Flasche /’, ganz mit frischer Luft gefiillt worden ist, wird die Flasche Fy 
ein wenig gehoben, um die Bodenflache von F’, mit Quecksilber zu bedecken. 
Jetzt werden alle Hahne, die mit der AuBenluft kommunizieren, geschlossen 
und durch Senken der Flasche /’, derjenige Uaterdruck hergestellt, den man 
nachher durch Kohlensiure wieder auf den Normalwert bringen will. 











Ay pps 
_-* Apparat 

















fA 


Abb. 2. 


F;, Fg = Mariottesche Flasche. P = Pipette. 1 Gummiverbindung. i] Manometer 


B, Glaskugel mit befeuchtetem Asbest. By, Vorkugel. / Gasleitung. K Kapillare 


S = Saturator. W <= Wasserbad 1, 2, 3, 4, 5, 6 = Hahne. 


z. B. 40mm Unterdruck oder 75 mm Unterdruck. Die Héhe des Unter- 
drucks wird an dem Manometer, welches durch den Hahn 5 mit der Flasche 
in Verbindung steht, abgelesen. Nach Herstellung des gewiinschten Unter- 
drucks wird der Hahn 1, der die Verbindung mit der Flasche ry herstellt, 
geschlossen. 

Jetzt leitete ich durch Hahn 3 reinste Kohlensdure aus dem AKippschen 
Apparat nach vorheriger Auswaschung mit Kohlensiure in die Flasche F, 
ein, und zwar so lange, bis das Manometer zur Niveaugleichheit gebracht 
worden war. Jetzt war die in der Flasche befindliche Luft ein Luftgemisch, 
dessen Kohlensiurespannung dem Zahlenwert nach gleich dem = vorher 
hergestellten Unterdruck war. Nun werden die Hahne 2 und 3 geschlossen, 
und die Flasche F, wird nach Ablésung des Gummischlauchs V_ tiichtig 
geschiittelt, um die Kohlenséiure in der Flasche gut zu mischen. Die Idee 
des soeben entwickelten tonometrischen Apparats verdanke ich der 
liebenswiirdigen Mithilfe des Herrn Privatdozenten Dr. Ery Liischer. 

Obgleich die soeben beschriebene tonometrische Methode den richtigen 
Spannungswert der Kohlensaiure gewihrleistet, habe ich in jedem Falle 
durch Gasanalyse der Luftmischung die Richtigkeit verifiziert. Die Kohlen- 
siurebestimmung habe ich mit dem Kroghschen Mikrogasanalysenapparat 
bestimmt. Es geniigt fiir diesen Apparat bekanntlich ein einziges Luft- 
blischen; um die zu untersuchende Luft in den Mikrogasanalysenapparat 
iiberzufiihren, diente eine kleine zugespitzte Pipette P und der Hahn 4, 
welche vorher mit gesiuertem Wasser gefiillt worden waren. Die Sattigung 
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des Blutes mit Kohlenséure nahm ich genau nach den Vorschriften von 
Krogh und Liljenstrand vor. 

Das zu untersuchende Blut wird in Mengen von 0,3 bis 0,5 cem aus der 
Ohrvene des Kaninchens entnommen. Es wird in einer kleinen, mit Kalium 
oxalat (1 Prom.) beschickten Porzellanschale aufgenommen. Dieses mit 
Oxalat versetzte Blut wird sofort in den Kroghschen Saturator (Abb. 3) 

gebracht, durch Schiitteln an den Wanden des 
Saturators verbreitet. Nach Abtrocknung det 
Offnung des Halsteils wird ein dicht schlieBender 
kurzer Gummischlauch dariibergestiilpt und eine 

Abb. 3. Saturator Kapillare durch den Schlauch in den Saturator bis 

zum Boden eingefithrt. Der Gummischlauch wird so 
vewahlt, daB er maBig dicht an der Kapillare liegt, so daB der Saturator 
um denselben gedreht werden kann und kleine Gasblasen zwischen der 
Kapillare und dem Schlauch entweichen kénnen, hingegen kein Tropfen 
Wasser. Hierauf verband ich die Kapuillare mit der Gasleitung (1), wobei 
die Gasmischung in Ff’, vorher mit der Gasleitung und dem Manometer (7) 
verbunden sein mul. Die Hahne 2, 5, 6 werden geéffnet, und ein maéBiger 
Uberdruck wird mit der Flasche F, hergestellt. 

Die Kapillare liegt horizontal im Wasserbad (Temperatur 18°), und det 
Saturator wird mit der Hand ganz langsam gedreht. Ich sattigte wahrend 
15 Minuten und lieB von Zeit zu Zeit kleine Gasblasen entweichen. Der 
Uberdruck wird konstant erhalten und am Manometer kontrolliert. Nach 
SchluB der Sattigung wird der Saturator von der Kapillare getrennt und 
nach Abputzen der Offnung mit einem Stopfen verschlossen ; 
hierauf wird er senkrecht im Wasserbad eingehingt und der 
Hahn 6 wird geschlossen. 

Die Ausrechnung geschah nach der von Krogh in Abder- 
haldens Handbuch angegebenen Formel (Abderhaldens Handb 
d. biochem. Arbeitsmethod. 8,519, 1915). Die ermittelten Werte 
wurden immer durch Abziehen des Blindwertes korrigiert. Da 
die Kroghsche Mikromethode 93 Proz. des Kohlenséiurewertes 
gibt, der mit der Makromethode mit Hilfe der Blutgaspumpe 


Abb. 4 “ : ‘ * ' “ 
gefunden wird, werden die erhaltenen Werte mit dem Faktor 


Behalter. oa gtd 
1,075 multipliziert. 


Bei der Berechnung der Kohlensaéurespannung wird der Barc meter- 
druck durch den am Manometer abgelesenen Wert des geringfiigigen 
+ ee 
Uberdruckes korrigiert. 


Um die Kaninchen dem beabsichtigten Unterdruck zu unterziehen, 
habe ich die in Abb. 5 abgebildete Unterdruckkammer aus verschiedenen 


Teilen zusammengestellt. 


Als Behalter fiir das Kaninchen diente eine groBe Glasflasche aus dick- 
wandigem Glas, wie sie zu Gasometerzwecken benutzt wird. Die Offnung 
hat eine GréBe, daB einerseits ein Kaninchen bequem eingefiihrt werden 
kann und andererseits, daB ein gut sitzender Gummistopfen dieselbe dicht 
verschlieBt. Das Kaninchen kann bequem in der Kammer 24 Stunden 
und mehr verweilen, es erhalt in derselben Nahrung und Getrank und sitzt 
auf einem erhéhten Drahtnetz, so daB es durch seine Exkremente nicht 
verunreinigt wird. Der gewiinschte Unterdruck wird durch eine gut 
saugende Wasserstrahlpumpe hergestellt. Zum Regulieren des Unterdrucks, 
welcher wahrend 24 Stunden konstant bleiben sollte, schaltete ich hinter 
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die Kammer den von Loewy angegebenen, von Mechaniker Ca/lisch am 
schweizerischen Institut fiir Héhenforschung konstruierten Unterdruck- 
kasten, der in der Arbeit von Laubender') beschrieben wurde. Das Ventil 
fiir Regulierung des Unterdrucks arbeitete so gut, daB praktisch keine 
Anderung des einmal eingestellten Unterdrucks vorkam. Vor das ganze 


Abb. 5, Unterdruckkammer. 


System kam dicht hinter die Saugpumpe eine unten mit Wasser gefiillte 
groBe Pufferflasche, um die Geschwindigkeit der Luftdurchsaugung beob- 
achten zu kénnen. Ich stellte meist auf einen Druck von 400 bis 420 mm 


ein, entsprechend einer Bergeshéhe, die hinreichend ist, um deutliche 


Verainderungen im physiologischen Organismus zu Zwecken der Regulation 
hervorzyrufen. 

Mit Hilfe der beschriebenen Apparatur gestaltete sich die Durch- 
fiihrung der Untersuchung folgendermafben: Zuerst wurde bei zwei 
verschiedenen Kohlenséurespannungen die Kohlensiurekapazitat des 
normalen Kaninchens bestimmt. Darauf erfolgte die Bestimmung der 
Kohlensaurekapazitat, nachdem das Tier 24 Stunden in der Unter- 
druckkammer verweilt hatte. Nachdem ich durch eine geniigende 
Zah] von Versuchen Aufschlu8 iiber die Verhaltnisse im Normalzustand 
erhalten hatte, schritt ich zur Entmilzung der Tiere. Dieselbe geschah 
in der oft beschriebenen Weise. Bei allen Tieren waren keine grob sicht- 
baren Folgen der Milzexstirpation zu beobachten, und sie befanden sich 
stets in einem guten Zustand. Die Ergebnisse meiner Versuche, welche 
an sechs verschiedenen Kaninchen, die mehrfach untersucht wurden, 
gewonnen worden sind, teile ich in den nachfolgenden Tabellen I und I 
und in der Ubersichtstabelle III mit. 

Was die normalen Tiere anbelangt, so zeigten sie infolge des Aufent- 
halts in der Unterdruckkammer eine prozentische Abnahme von durch- 
schnittlich 22 Vol.-Proz. Kohlensiure im Blute. Und zwar erhielt ich 


1) Laubender, diese Zeitschr. 162, 459, 1925. 
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Tabelle I 
1. Reihe. 





Datum 


1926 


mm 6. 
31. -V. 


Durchschn. 


2. VIL 


Durchschn. 


Fs 
2. VI. 


Durchschn. 


24. VI. 
29. VI. 


. Vil. 
8. VII 
13. VII 


Durchschn. 


a. Ve 
oa 


Durchschn. 


or fe po 88 8S 


“<< 
bad et es <I 


— 
_—_——-—- — 


Durchschn. 


Spannung in der 2 pannung in der 


Normaldruck Unterdruck Differenz 
CO CO, _ cor CO; oo 
O2 Diffe- 


Im 
renze 


bei der yas: Datum "pei der Gas: 
Blute 
zahl 


Sattigung mischg. P Sattigung mischg 
mm Proz. ; 1926 mm Proz Proz. 


Kaninchen 1. 


Im normalen Zustand. 
( 52,78 ||25. V. 36,9 
5.5 51,04 . Veet ae 
— 51,91 37.6 — 


Nach Entmilzen. 11. VI. Operation. 

5,1 50,04) 26. VI.) 34,6 5,3 | 39,87 10,17 
5,2 51,7 VII. 37,0 5,2 40,87 10,83 
52 = 51, .VII.| 39,2 5,6 41,30) 9,84 
5,1 3,8 .VIT.| 38,3 5,9 39,84) 1411 
5.5 .75 15. .| 35,1 5.0 41,19) 9,56 


— 51 J 37,4 40,61 | 10,91 


Kaninchen 2. 


Im normalen Zustand. 

51,25 ||27. V.| 353 5.0 42.96 8.29 
50,35 = Ve 37,2 5.3 40.46 9.89 
50,80 36.3 — 41,71 9.09 


Nach Entmilzen. 8. VI. Operation. 
49,58 25. VI. 35,3 
51,74 30. VI. 36,1 
4865 6.VII. 364 
4956 9.VIT. 36,2 
5049 14. VII. 36,6 


50.00 36.1 


4048 
39.47 
42.96 
41,78 
41,78 


41,30 


or or or on 
o— bo = © 


i) 


| 


Kaninchen 3. 
Im normalen Zustand. 
51,84 ||22. V.! 366 5S 42.93 
50,72 6 VI. 38.1 5, 39.68 
51,28 37.4 4131 


Entmilzen. 15. VI. Operation. 

48,54 24. VI. 37,1 53 42.40 
50,07 = = I. 37,6 53 43,81 
52,53 VIL. 38,0 5.4 41,93 
50,08 2 VII.| 37,5 53 39,95 
50.81 16. VII.| 37,3 53 41,44 


50,41 37,5 — 41,91 
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Tabelle I (Fortsetzung). 
2. Reihe. 





Normaldruck Unterdruck Differenz 


CO | CO, po COy | CO, 
Spannung in der ent Spannung in der Diffe- 
Datum Bei der | Gass im Datum pei der | Gass oa 
Sattigung| mischg. Blute Sattigung mischg zahl 


1926 mm Proz. Proz 1926 mm Proz 


Kaninchen 1. 


Im normalen Zustand. 
IV. , 69.28 1. V. 60.0 85 55.82 || 13,46 
V. § 69.69 8. V. 63,3 90 64,07 | 15,62 
Durchschn. 69,49 61,7 54,95 | 14,54 


Nach Entmilzen. 11, VI. Operation. 

90 6952/15. VIL 613 8,7 79 14,73 
92 | 68,99)18. VI.| 659 94 5 13,48 
90 68,01 6.VIIT. 596 84 5,96 11,05 


Durchschn —: 62,3 - , 13,09 


Kaninchen 2. 
Im normalen Zustand. 
70,20 || 12. V. 62,9 89 | 57.73 
70,25 20. V. 63,7 9.0 | 56.57 


Durchschn. 70,23 63.3 — 57,25 
‘ 


t 
Entmilzen, 8. VI. Operation. 
16. VI. 8 68,90 17. VI.) 665 94 57,36 
21. VI. 70,1022. VI. 642 | 9,1 56,96 
4.VIIl1. 70,27 | 5. VIII.| 63,8 9,0 | 55,61 


Durchschn. 69.76 64.8 56.64 


Kaninchen 3. 


Im normalen Zustand. 
. = 8.0 71,84 || 7. V. 58.4 3 | 55, 16.37 
14, V. 9.0 70,55 15. V. 64.2 92 57.73 || 12.82 
Durchschn. - 71,20 613 _ 56.60 | 14,60 


Nach Entmilzen, 15, VI. Operation. 
18. VI. 94 70,74 19. VI.) 650 92 5583 1491 
9.VITT. 8.8 69,14 10. VITT. 8,5 12,32 


Durchschn. 64.2 — 69.94 32.7 56,33 
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Tabelle II. 
1. Reihe. 
Normaldruck Unterdruck Differenz 
CO | CO, CO. | CO. . 
, > | CO; : a a 3 | CO. 
Datum a~T— 7 im Datum s-Y 7 _ — -_ Diffe- p 
Sattigung | mischg. Blute Sattigung mischg Blute eeht sa 
1926 mm Proz. Proz. 1926 mm Proz. Proz. 
Kaninchen 4. 
Im normalen Zustand. 
21. VII. 36,7 5,2 51,04 ||22. VII.| 36,5 5,1 40.12 10,92) 21 
28. VII. 36.8 5,2 51,70 29. VII. 369 56.2 | 40,48 | 11,22) 22 
6. VIII. | 36,9 54 | 5220/12. VIIL| 355 56.0 39.68  1252)| 24 
Durchschn. 36.8 — 51,65 36.3 — 40.09 11,15 22 
Nach Entmilzen. 19. VIII. Operation. 
25. VIII. 38,9 5,5 61,55 || 27. VIII. 37,5 5.2 | 39,48) 12,07 | 23 
6. IX. 36,3 5,1 50,99 31. VIII. 38,7 5.3 39,19 11,80) 23 
4 Bae | 36,8 5.2 5125) 2. IX.! 368 5.2 4029 10,96; 21 
Durchecho. | 37,4 | — | 51,26 378 | — | 3965 1161! 22 
Kaninchen 5. 
Im normalen Zustand. 
30. VII. | 35,5 5,0 | 49.61//31. VII! 386 5.4 37,66) 11,95 24 
6. VIII. 36,7 5,2 4996 7. VIIT. 37,5 563  38,55)1141 23 
1]. VIII. 38,3 54 49.34/13. VIIT. 378 5.3 38,06) 11,28 23 
Durchschn. | 36,8 | — |4964) | 37,9 | — | 3809/1155! 23 
Nach Entmilzen. 23. VIII. Operation. 
26. VIII. | 35,0 5,0 | 60,01 || 28. VIII.| 37,6 5.3 | 39,12) 1089, 22 
6. IX.| 364 | 51 | 5031) 1. IX.| 353 | 50 | 3807) 12.24) 24 
7: 37,7 5,3 61,41); 4. IX.!| 35,4 5.0 | 39.04 12.37 24 
Durchschn. | 36,4 — | 50,58 36,1 — 38,74 1183 23 
Kaninchen 6. 
Im normalen Zustand. 
10. VIII. | 40,0 | 5,7 | 5281/14. VITE.| 37,6 | 52 | 38621) 14,19) 27 
11. VIII. | 38,2 5,4 | 52,7818. VIII.) 36,7 5,2 | 38,73 || 14,05 | 27 
Durchschn. | 39,1 — | 52,80 37,2 — | 3868/1412 27 
Nach Entmilzen. 23. VIII. Operation. 
27. VIII. | 37,5 6.3 | 51,23) 29. VIIT.| 38,3 5.4 | 38,71 12,52) 24 
o. Se 1 ee 5,1 | 51,56 2. IX.| 36,7 6.2 | 39,06 1251 24 
Durchechn. | 37,3 | — |51,40| — 37,5 | — | 3888) 12,52 | 
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Tabelle II (Fortsetzung). 
2. Reihe. 





Normaldruck Unterdruck Differenz 


CO~ CO: | oo COy CO; | ao 
Spannung in der 2 Spannung in der 2 
Datum - len” Ges. im Datum - aoe” Gease im 7 
Satti he Blute S ’ Blute renze = Proz 
: gung miuschy attigung mischg zahi 


1926 mm Proz. | Proz. 1926 mm Proz Proz. 


Diffe- 


Kaninchen 4. 
Im normalen Zustand. 
2. VITI. 70.89 3. VITI. 686 8.4 
17. VIII. . 69,28 12. VIII.' 594 | 85 


Durchschn 70.09 59.0 — 


Nach Entmilzen. 19. VIII. Operation. 
26. VIII. | 6 9,1 | 69,96 ||27. VIII.| 64,2 88 53,85 
a TK. 84 71,17) 31. VITI.| 62,0 | 88 | 55,05 
7. Ix. 9,0 70,73) 3. IX.) 609 | 86 54,31 


Durchschn — 70.62 62.4 —_ 54,40 


Kaninchen 5. 
Im normalen Zustand. 
11. VIII. 71,1113. VILT.| 60,4 85 | 51,47 
18. VITT. 9.0 71,06 17. VIL. 605 8.6 50,43 


Durchschn. | —_ 71,09 60.5 — 50.95 


Nach Entmilzen, 23. VIII. Operation. 
26. VIII. 8,7 | 69,23 28. VIIT.| 64,5 9,1 51,60 
6. IX. | 84 | 6968 1. IX.) 582 83 51,95 
a 84 | 71,12) 4. IX.) 649 92 53,35 


Durchschn. = 70,01 62,5 a 52,30 


Kaninchen 6. 
Im normalen Zustand. 
12. VII. 65,71 || 14. VIII! 588 83 | 49.98 | 15.73 
17. VIII. 66,28 || 18. VIII. 67,0 9.0 | 49.76 17,52 


Durchschn. } 66,00 | 62,9 — | 4987 1663 


Nach Entmilzen. 23. VIII. Operation. 
27. VIII. 8 | 86 | 66,53 30. VIIL | 60,6 | 86 | 49,64, 16,89 
6. IX. | 84 | 67,24) 2 IX.) 613 8,7 48,93 1831 


Durchschn. — , 61,0 - 49.29 17.60 
26 * 
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Tabelle III. 
Ubersichtstabelle. 


1. Reihe. 





Normaldruck Unterdruck Differenz 


Tiernummer 5 CO b. CO, S COy b co, 
Spannung bei 2 pannung bei 2 Diff % 
der Sattigung im Blute der Sattigung im Blute —— 

mm Proz. mm Proz 


Im normalen Zustand. 
37,1 | §1,91 37.6 40.70 11,21 
39,4 50,80 36.3 41,71 9.09 
38.9 51,28 37,4 4131 9.98 
36.8 51,65 36.3 40,09 11,15 
36,8 49,64 37.9 38,09 11,55 
39,1 52,80 37,2 38,68 14,12 


Durchschn. 38,0 51,35 37,1 40,10 11,19 


Nach Entmilzen. 
36,8 51,52 36,9 40,61 10,91 
36.6 50,00 36.1 41,30 8.91 
36.5 50,41 37.5 4191 8,70 
37,4 51,26 37,7 39,65 11,61 
36.4 50.58 36,1 38,74 11,83 
37,3 51,40 37.5 38,88 12,52 


Durchschn. 36,8 50,86 37.0 40.18 10.75 


2. Reihe. 


Im normalen Zustand. 
69,49 61,7 54,95 14.54 
70,23 63.3 57,25 13,08 
7120 |, 613 56.60 14.60 
70.09 '  §9,0 55,25 14,84 
71,09 60.5 50.95 20/14 
66,00 62.9 49.87 16,63 


Durchocha. || 69.68 615 54.15 15,64 


Nach Entmilzen. 
68,84 62.3 55.75 13.09 
69,76 64.8 56,64 13,12 
69.94 62.7 56,33 13,61 
70.62 62,4 54,40 16.22 
61,3 70,01 62.5 52,30 17,7 
60,1 66,89 61,0 49,29 17,60 


Durchschn. 62.6 | 69.34 62.6 54.12 15,23 


denselben Wert einmal bei der Sattigung mit durchschnittlich 37 bis 
38 mm Kohlenséiurespannung und das andere Mal bei der Sattigung 
mit 62mm Kohlensaurespannung. 

Die hier mitgeteilte Tatsache ist nicht neu. Man weif, namentlich 
durch Untersuchungen am Menschen, da8B das Kohlensiurebindungs- 
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vermégen seines Blutes, wenn er eine Zeitlang auf grofien Héhen sich 
aufgehalten hat, erheblich sinkt. Uber die Tatsachen sind alle Autoren 
einig, ebenso dariiber, daB es sich um den Ausdruck einer Regulierung 
handelt. Es bestehen nur Meinungsverschiecenheiten iiber den 
speziellen Mechanismus, durch welchen diese Regulation zustande 
kommt. Hiervon abgesehen, besteht ferner kein Zweife] dariiber, dab 
diese Regulierung nur méglich ist, wenn die in Betracht kommenden 
an der Regulation beteiligten Organe vollwertig sind. Vor allem wird 
man, abgesehen vom Atemzentrum, hierbei an das Knochenmark und 
an die Schilddriise zu denken haben. 

Das Ergebnis nach der Entmilzung ist ein ganz bestimmtes und 
eindeutiges. Es zeigt sich nimlich, daB unter genau den gleichen Be- 
dingungen nach der Entmilzung genau die gleiche Abnahme des Kohlen- 
saurebindungsvermégens des Blutes in allen Versuchen auftritt wie vor 
der Entmilzung. Die durchschnittliche Abnahme des Kohlensiure- 
bindungsvermégens betragt 21 bis 22 Proz., eine geradezu tiberraschende 
Ubereinstimmung. Sie besagt mit aller Deutlichkeit, daB das milzlose 
Tier scgar bei sehr erheblichem Unterdruck — er entspricht etwa dem 
Aufenthalt auf einem der héheren Schweizer Berge — ebensogut und 
in genau cer gleichen Weise reguliert wie das milzhaltige Tier. 

Die Deutung des gefundenen Tatbestandes mu an die bekannten 
Verhiltnisse, die in Betracht kommen kénnten, angchliefen. In aller- 
erster Linie spricht das Ergebnis dafiir, da8 der funktionelle Wert des 
Blutes aller meiner milzlosen Tiere genau der gleiche war, wie der- 
jenige der normalen Tiere. Es wird hierdurch jede Annahme einer 
Animie als Folge der Entmilzung ausgeschlossen. Es fand sich iibrigens 
auch keine Abnahme der Hiimoglcbine. Ferner folgt aus dem mit- 
geteilten Ergebnis, daB die Mechanismen, welche die Regulation herbei- 
fiihren, beim milzlosen Tiere mindestens in genau dem gleichen guten 
Zustand sich befinden miissen wie beim normalen Tiere. Der Unter- 
druck stellt erhéhte Anforderungen unter anderen an das Knochenmark. 
Wenn nun beim milzlosen Tiere die Regulation die gleiche ist wie beim 
Normaltier, so folgt, daB das Knochenmark keinesfalls in einem unter- 
wertigen Zustand sich befinden kann, einer Behauptung, der man in 
einigen Arbeiten von Krumbhaar und Mitarbeitern, sowie Leake und 
Mitarbeiter begegnet. Diese Beobachtungen, auf welche sich die Autoren 
stiitzen, beruhen vermutlich auf Versuchsbedingungen, die noch nicht 
hinreichend analysiert worden sind. Die hier vorgelegten Tatsachen 
sind so eindeutig, daB sie, wie gesagt, die Unterwertigkeit des Knochen- 
marks vollstindig ausschliefen. Es liefe sich scgar eher noch der 
SchluB ziehen, daB die Entfernung der Milz zu einer gewissen Uber- 
wertigkeit des Knochenmarks gefiihrt hatte, denn es gibt einige Stoff- 
wechselveriinderungen am milzlosen Tiere, die bei Sauerstoffmangel 
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hervortreten, wie friihere Arbeiten aus dem Berner physiologischen 
Institut gezeigt haben. Wenn nun bei der Regulation im Blute bei 
Sauerstoffmangel das milzlose Tier keinen Unterschied gegeniiber dem 
Normaltier aufweist, so kinnte das dadurch erklart werden, daB Knochen- 
mark und Schilddriise relativ iiberwertig geworden sind. Solange 
freilich keine véllige Einigung tiber das Zustandekommen der Regulierung 
der Kohlenséurekapazitat des Blutes bei Sauerstoffmangel erfolgt ist, 
haftet meinen letzten Betrachtungen etwas Hypothetisches an. Fiir 
die Theorie der Milzfunktion haben dre von mir gefundenen Tatsachen 
jedenfalls einen neuen Beweis dafiir gebracht, daB die Entmilzung 
keinesfalls zur Anémie fiihren mu und keinesfalls unter physiologischen 
Bedingungen die Knochenmarksfunktion herabsetzt. Obwohl ich, ent- 
sprechend den Annahmen der Berner Schule, an einen férdernden 
Einflu8 der Entmilzung auf das Knochenmark glaube, denselben 
iibrigens durch meine friiher mitgeteilten Untersuchungen streng 
bewiesen habe"), will ich in diesem Zusammenhang keinen Nachdruck 
darauf legen. 

Zusammengefafi sind die Ergebnisse der vorstehenden Arbeit die 
folgenden : 

1. Die Verminderung des Kohlensiwebindungsvermégens im 
Blute normaler Kaninchen — bei zwei verschiedenen Kohlensiure- 
spannungen untersucht — betrug nach Aufenthalt in einer Unterdruck- 
kammer, Druck 400 bis 420mm Hg, durchschnittlich 22 Vol.-Proz. 
Kohlensaure nach 24stiindigem Aufenthalt. 

2. Genau die gleiche Verminderting zeigte sich unter gleichen 
Bedingungen bei den Tieren nach der Entmilzung. 

3. Hieraus folgt, daB die Entmilzung keinen Einflu8 auf das 
Regulationsvermégen im Blute gegen Sauerstoffmangel besitzt, voraus- 
gesetzt, daB die Bedingungen physiologische sind, 

4. Das erhaltene Ergebnis scheint mit ziemlicher Sicherheit aus- 
zuschlieBen, daB das Fehlen der Milz bei sonst physiologischen Be- 
dingungen etwas mit Animieund mit vermindertem Funktionsvermigen 
des Knochenmarks zu tun habe. Andererseits stehen die Tatsachen 
durchaus im Einklang mit den Lehren von Asher und seinen Mit- 
arbeitern, daB der Wegfall der Milz eine férdernde Komponente fiir 
das Knochenmark enthilt, bzw. daB die Schilddriise relativ iiber- 
wertig werden kann. 


1) Hideo Nakao, diese Zeitschr. 163, 161, 1925; 166, 338, 1925; 166, 
350, 1925. 








Uber die enzymatische Milchsiurebildung im Muskelextrakt. I. 
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Mit 5 Abbildungen im Text. 
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Die Spaltung des Glykogens in Milchsaure stellt die energieliefernde 
chemische Reaktion fiir die Muskelarbeit dar. Sieht man von der 
Energieumwandlung ab und richtet sein Augenmerk allein auf den 
chemischen Reaktionsmechanismus, so wird dieser am _ leichtesten 
zugiinglich, wenn es gelingt, das isolierte ,,glykolytische“ Ferment in 
homogener Lésung zur Wirkung zu bringen. Als Vorbild hierzu kann 
uns das Studium der alkoholischen Girung nach Abtrennung des 
Giarungsferments, der Zymase, vom Leben und der Struktur der Hefe- 
zelle dienen. Von dem Moment, wo Buchner diese Abtrennung vollzog, 
datiert die chemische Erforschung des Girungsablaufs, die Entdeckung 
des Coferments der Girung (,,Cozymase“), der Hexosediphosphorsaure, 
der Carboxylase und anderes mehr. Die weitgehende Verwandtschaft 
zwischen der glykolytischen Spaltung in Milchsiure und der Vergirung 
des Zuckers legt es nahe, daB ahnliche Methoden auch zur Abtrennung 
des milchsiurebildenden Ferments vom Muskel zum Ziele fihren 


miiBten. 
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In seinem Buche tiber den Diabetes gibt Claude Bernard‘) an, 
daB man durch bloBes Auswaschen von Kaninchenmuskeln mit Wasser 
das glykolytische Ferment aus dem Muskel extrahieren kénnte. Ob 
Claude Bernard seine Beobachtungen richtig gedeutet hat, sei dahin- 
gestellt, da der Versuch in dieser Weise nicht reproduzierbar ist. Nach 
der Buchnerschen Methode gewann Embden (1912, 1914)*) einen PreB- 
saft aus Saugetiermuskeln. Dieser zeigte eine spontane Milchsiure- 
bildung, die wahrend 2 Stunden bei 40° 0,1 bis 0,2 Proz., bezogen 
auf das PreBsaftvolumen, betrug. Die Milchsiureausbeute stieg durch 
Zugabe von Hexosediphosphorsiéure um 0,023 bis 0,08 Proz., wahrend 
Glykogen und Traubenzucker ohne Wirkung waren, eine Feststellung, 
die von entscheidender Bedeutung fiir Hmbdens Konzeption einer 
Hexosediphosphorsiure als Vorstufe der Milchsiure (,,Lactacidogen“) 
war. Auch spiterhin scheint es nicht beobachtet zu sein, daB ein solcher 
PreBsaft Glykogen oder Traubenzucker glykolysiert hatte. 


Isolierung des Ferments. 


Eine Abtrennung des milchsaéurebildenden Ferments in hoher 
Konzentration sowohl von der Struktur des Muskels wie von den im 
Muskel vorhandenen Kohlehydraten gelingt durch Zerdriicken eis- 
gekiihlter Muskulatur in wiisseriger Lésung (isotonische KCl-Lésung 
oder destilliertes Wasser) und anschlieBendes Zentrifugieren des Extrakts. 
Dieser Extrakt dient fiir alle in dieser und den folgenden Arbeiten 
ausgefiihrten Versuche als Ausgangsmateria], auch fiir die Herstellung 
von Trockenpulver des Ferments, fiir die Abtrennung des Coferments usw. 
Durch weitere Behandling des Extrakts oder durch geeignete Zusitze 
lassen sich ferner die Teilprozesse der Umwandlung des Glykogens 
in Milchséure studieren. So kann ein durch kurzes Erwirmen seiner 
glykolytischen Fiahigkeit beraubter Extrakt fiir das Studium der 
Hydrolyse des Glykogens und die Isolierung der Hydrolyseprodukte 
dienen*). Ein von Coferment befreiter Extrakt bleibt noch imstande, 
die stabile Hexosediphosphorsaure zu glykolysieren, wihrend er gegen- 
iiber den Polysacchariden unwirksam wird‘). Andererseits laBt sich dem 
Extrakt durch Zusatz eines Aktivators aus Hefe die Fahigkeit ver- 
leihen, auch die drei girfaihigen Hexosen: Glucose, Fructose und Mannose 
mit groBer Geschwindigkeit zu phosphorylieren und in Milchsaure zu 


1) Vorlesungen iiber Diabetes. Deutsche Ubersetzung, Berlin 1878, 
S. 355. 

2) Embden, Kalberlah und Engel, diese Zeitschr. 45, 45, 1912; Embden, 
Griesbach und Schmitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 98, 1, 1914/15. 

3) Siehe unten K. Lohmann, diese Zeitschr. 178, 444, 1926. 

4) O. Meyerhof, ebendaselbst 178, 462, 1926. 
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spalten'). Neben der manometrischen und chemischen Messung wurde 
gleichzeitig die Warmeténung der einzelnen Reaktionsphasen bestimmt, 
im Hinblick auf die Bedeutung der Reakticn fiir die Energielieferung 
im Muskel. Wahrend das Ergebnis dieser Untersuchungen in einer 
Reihe in kurzem folgender Arbeiten enthalten ist, wird in der vor- 
liegenden die Herstellung des Extrakts, die zur Messung des Milchsiure- 
umsatzes benutzten Methoden, die absolute Wirksamkeit und Haltbar- 
keit des Ferments in Liésungen und in Trockenpraparaten behandelt. 


Die Untersuchung wurde sowohl mit Extrakt aus Kaltbliiter- 
muskeln (Temporarien) wie Warmbliitermuskeln (Kaninchen) vor- 
genommen. Die Versuchstemperatur im ersten Falle betrug stets 20°, 
im letzteren 20 oder 37°. 


1. Fiir die Extraktion des Ferments aus Froschmuskeln sind nur 
Temporarien geeignet. Aus Esculentenmuskeln erhalt man ganz schwach 
wirksame Fermentlésungen. Unterschiede der Jahreszeiten finden sich 
nicht. Die Muskeln werden bei — 1 bis — 2° (in leicht angefrorenem 
Zustand) in der Lésung zerdriickt. Extrakticn bei oder dicht tiber 0° 
gibt unbestindigere Fermentlésungen. Die Muskeln werden nicht 
vorher zerschnitten; so gelingt es, einen nahezu kohlehydratfreien 
Extrakt zu erhalten, wahrend der Gehalt an Ferment derselbe ist, wie 
bei vorherigem Zerschneiden (s. Versuch 7). Noch weniger geeignet ist 
Gefrieren der Muskeln in fliissiger Luft cder Kohlensiureschnee, da 
der Kohlehydratgehalt der Extrakte dadurch bedeutend steigt. Bei 
Extraktion mit KCl-Lésung oder destilliertem Wasser gelingt die 
Abtrennung von Kohlehydrat meist nahezu gleich gut*) ; die spontane 
Milchsaurebildung macht bei guten Extrakten in beiden Fallen in den 
ersten 1 bis 2 Stunden knapp 5 bis 10 Proz. der nach Polysaccharid- 
zusatz zu erhaltenden aus und sinkt dann auf Oab. Dagegen ist die Wirk- 
samkeit, aufs Ausgangsgewicht der Muskeln bezogen, bei Extraktion mit 
destilliertem Wasser oft héher (Versuche Tabelle Il) und Fehlschlage 
der Extraktion seltener. Dech erhalt man auch so gelegentlich un- 
wirksame Extrakte, meist wegen ungeniigender Kiihhing, manchmal 
auch aus unbekannten Griinden. Fiir die Extraktion mit KCl-Léisung 
wird meist ein Verhaltnis von 3 Teilen Muskulatur auf 4 Teile Lésung 
gewahlt, fiir die Extraktion mit destilliertem Wasser ein Verhaltnis 
von 2 Teilen Muskeln auf 3 Teile Wasser. Bei Aufbewahren der Extrakte 
in Kaltemischung von — 3° bleiben sie einen halben Tag fiir glykolytische 
Versuche brauchbar, wenngleich sich die Wirksamkeit dauernd ver- 


1) Vorlaufige Mitteilung, Naturwiss. 14, 756, 1926. 
2) Nur bei Herbstfréschen wird mit destilliertem Wasser viel mehr 
Kohlehydrat extrahiert als mit isotonischer K Cl-Lésung. 
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mindert und der Glykolyseverlauf sich stark andert (s. Versuch 8 und 9 
und Abb. 4 und 5). 

2. Im Gegensatz zur Rattenmuskulatur, die fast unwirksame 
Extrakte liefert, erwies sich Kaninchenmuskulatur vorziiglich brauchbar. 
Zur Herstellung gréBerer Mengen Saft wurde die Muskulatur zuvor 
durch die stark gekiihlte Fleischmaschine gegeben und dann mit der 
unterkiihlten Lésung (KCl oder destilliertem Wasser) verriihrt. Aller- 
dings ist in diesen Fallen nicht nur der Anfangsmilchsiuregehalt be- 
trachtlich, sondern auch der Kohlehydratgehalt héher, als wenn die 
Extraktion nach 1. geschah. Das Ferment aus Kaninchenmuskeln ist 
stabiler als aus Froschmuskeln, so da ein in Eis aufbewahrter Extrakt 
noch nach 24 Stunden Glykogen mit erheblicher Geschwindigkeit 
spalten kann (s. Versuch 10). Beispiele fiir das Gesagte folgen im 
iibernichsten Abschnitt. 


« Me8methoden. 


Von den fiir die Messung des Kohlehydratumsatzes angewandten 
Methoden wird die Bestimmung der Phosphatveresterung in der folgenden 
Arbeit von K. Lohmann und L. Jendrassik beschrieben, die Bestimmung 
der niedrigen Zucker in der Arbeit von K. Lohmann, 8.448. Hier 
wird nur der Vergleich der manometrischen Methode mit der chemischen 


Bestimmung der Glykolyse im Extrakt behandelt, wobei das Ergebnis 
der folgenden Arbeit von O. Meyerhof und J. Suranyi vorausgesetzt wird. 


Wahrend die chemische Bestimmung der Milchsaure als Standard- 
methode zur Bestitigung der Resultate verwandt wurde, lieB sich mit 
groBem Vorteil die manometrische Methode O. Warburgs zur Messung 
der Glykolyse mit der fix das Serum ausgearbeiteten Modifikation 
benutzen!). Denn ebenso wie das Serum stellt der Muskelextrakt 
nach Zugabe von Bicarbonat ein Puffergemisch dar, indem ein Teil 
der Milchsiiure CO, aus Bicarbonat austreibt, wahrend ein anderer Teil 
mit den iibrigen Puffersubstanzen (Phosphat, Eiweif) reagiert. Diese 
manometrische Methode gestattet, den Zeitverlauf der Milchsiéure- 
bildung in so zahlreichen Vergleichsversuchen zu verfolgen, da8 ein 
Einblick in die Kinetik gewonnen werden kann. Bisher sind mehrere 
Tausend derartige Messungen vorgenommen, bei deren jeder der Verlauf 
der Glykolyse durch mehrere Ablesungen (3 bis 10) fiir den Zeitraum 
von 1 bis 6 Stunden festgestellt wurde. Die fiir jede Messung bendtigte 
Extraktmenge betragt 0,3 bis 0,5 ccm, die durch verschiedene Zusitze 
(Bicarbonat, Kohlehydrat, Phosphat usw.) auf 0,7 bis 1,0 ccm gebracht 
wurde. Wurden gleichzeitig chemische Bestimmungen des Endgehalts 


1) Diese Zeitschr. 142, 317, 1923; 152, 51, 1924; 164, 481, 1925. 
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der Milchsiure vorgenommen, so wurde die drei- bis vierfache Menge 
verwandt. Es wurden GefaiBe von beistehender Form benutzt (Abb. 1), 
die fiir die Versuche mit kleinen Extraktmengen ein Volumen von 
etwa 6ccm hatten, fiir die gréBeren ein Volumen von etwa l6ccm. Soll 
der Verlauf der Milchséurebildung vom Moment des Kohle- 
hydratzusatzes an verfolgt werden, so wird die Kohle- 
hydratlésung in den Anhang eingefiillt und nach SchlieBen 
des Manometerhahns in die Fermentlésung eingekippt. 
Der Gasraum wurde mit Stickstoff + 5 Proz. CO,, 
in einigen Fallen +- 15 Proz. CQ,, gefiillt. Der Extrakt 
verbraucht keinen Sauerstoff und entsprechend wirkt 
der Sauerstoff auf die Glykolyse nicht ein; doch wurden ¢ 
alle Versuche unter anaeroben Verhaltnissen ausgefiihrt. 
Zum Extrakt, der ein pg von fast genau 7,0 besitzt, 
wird NaHCO, in solcher Menge hinzugesetzt, daB die 
Konzentration zwischen 0,025 und 0,05 mol. betragt 
{in spiaterer Zeit meist die héhere). Fiir jede Ver- 
suchsreihe muBte die Milchséureretention bestimmt Gy coiysegetis 
werden, da sie mit verschiedenen Extrakten, ganz ur Messung der 
besonders aber bei wechselnder Verdiinnung, Ande- ag ere mene 
> im uskelextra 
rung des Phosphat- oder Bicarbonatgehalts, sehr 
verschieden ist. Hierfiir wurde nach den Angaben von 2. Negelein') 
und O. Warburg*) verfahren. Zwei KontrollgefiBe von der Form und 
GréBe von Abb. 1 werden mit der Versuchsliésung, jedoch einem durch 
Erwirmen abgetéteten Ferment beschickt unter Weglassung des 
Kohlehydratzusatzes und so viel Verdiinnungsfliissigkeit, daB das 
Gesamtvolumen 0,2 ccm weniger betragt als in den Glykolyseversuchen. 
In den Anhang des ersten kommen 0,2 ccm Milchsiure (meist n/50), 
gelést in KCl oder destilliertem Wasser, je nach Art des Extrakts. In 
den Anhang des zweiten kommen 0,2 com KC!-Lésung bzw. destilliertes 
Wasser. Der Gasraum wird mit Stickstoff + 5 Proz. Kohlensaure 
gefiillt. Bei Einkippen der Milchsaure entsteht in I der Druck + H,, 
bei Einkippen der KCl-Lésung in II der Druck — H,; schlieBlich bei 
Einkippen der gleichen Menge Milchsiure in ein drittes, mit Bicarbonat- 
lésung gefiilltes GefaiB entsteht der Druck + H,. Sind die GefaBkon- 
stanten fiir CO, der betreffenden GefiiBe K,, K,, Ks, so ist die Retention 
R= H, . Ks 
H,.K, + H,. Ky, 
versuchen gemessene Druck h zu multiplizieren. R liegt in der Regel 
zwischen 1,1 und 1,6, meist um 1,3. 


or 











Abb. I 


- Mit diesem Faktor ist der in den Glykolyse- 


1) Diese Zeitschr. 158, 121, 1925. 
2) Ebendaselbst 164, 481, 1925. 
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Hierbei wird die niemals genau zutreffende Voraussetzung gemacht, 
daB die Retention innerhalb des MeBbereichs der Versuche gleich bliebe 
und alle verschiedenen Ablesungen des Versuchs mit demselben aus 
der Retentionsbestimmung berechneten Faktor multipliziert werden 
diirften. Diese Voraussetzung ist aber um so angenaherter erfiillt, je 
geringer die relative Anderung des Bicarbonatgehalts und des Kohlen- 
siuredrucks bei gleich grofen Ausschligen ist, d.h. je gréfer der 
Bicarbonatgehalt und der Kohlenséuredruck wiahrend des Versuchs 
ist. Aus diesem Grunde wurde in den spateren Versuchen cer Bicarbonat- 
gehalt vermehrt, zuma! dadurch auch der absolute Betrag der Retention 
sinkt. Um auch in solchen Fallen, wo die relative Anderung des Bi- 
carbonatgehalts groB war und die Retention nicht mehr als konstant 
angenommen werden durfte, die mittlere Retention des Glykolyse- 
versuchs annihernd zu kennen, z. B. wenn 1/, bis 1/, der vorhandenen 
Bicarbonatmenge zum Schluf zersetzt war, wurde sie gelegentlich 
zweifach bestimmt, fiir den Anfangsgehalt und Schlubgehalt an Bi- 
carbonat, und zur Berechnung der Mittelwert benutzt. Zur Hauptsache 
wird die Pufferung der Extrakte durch das vorhandene Phosphat 
hervorgerufen; sie ist daher in den phosphatreichen Extrakten aus 
Kaninchenmuskeln gréBer als in denen aus Froschmuskeln und steigt 
betrachtlich bei weiterem Phosphatzusatz. 

Wahrend Ungenauigkeiten bei der Retentionsberechnung fiir den 
Ausfall der Versuche geringere Bedeutung haben, da dadurch meistens 
nur die Bestimmung des Gesamtunisatzes etwas beeinflubt wird, nicht 
aber der Verlauf oder das Verhialtnis der Kohlehydratspaltungen in der 
Versuchsreihe, steht dies anders fiir eine weitere Korrektur, die an 
den manometrischen Ablesungen vorgenommen werden mu, eine 
Korrektur fiir die Verschiebung der Wasserstoffzahl, die durch An- 
hiufung oder Aufspaltung von Hexosephosphorsiure wahrend des 
Versuchs herbeigefiihrt wird. Verschiebung nach der sauren Seite 
fiihrt zur Kohlensaureaustreibung, nach der alkalischen Seite zur 
Kohlensaureretention. Wie in der Arbeit von O. Meyerhof und 
J. Suranyi gezeigt, betrigt pK) der Phosphorsiure 6,81, pK, der Hexose- 
diphosphorséure 6,29. Die Differenz ist etwa 0,50, in Gegenwart 
von n/10 Alkalisalz 0,60. Die in bicarbonatfreiem Extrakt bei der 
Veresterung beobachtete Abnahme des pg stimmt mit der berech- 
neten gut iiberein. 

Um die an den Manometerausschligen anzubringende _,,Ver- 
esterungskorrektur“ zu kennen, muf die Zu- oder Abnahme des an- 
organischen Phosphats wahrend der Versuchszeit bestimmt werden, 
was mit der unten beschriebenen Methodik in allen solchen Fallen 
geschah, wo eine Bildung oder Spaltung des Esters in gréBerem Umfang 
zu erwarten war. Nennen wir die Kubikmillimeter CO,, die bei Ver- 
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esterung von 0,004 mg Zucker aus Bicarbonat ausgetrieben werden, z, 
so gibt z uns gleichzeitig das Verhaltnis der Druckainderungen bei 
Veresterung und Glykolyse derselben Zuckermenge an, da bei der 
Glykolyse 0,004 mg Zucker = 0,004 mg Milchsiure = 1 cmm CQ, sind. 
Kubikmillimeter Kohlensiure pro 1 Mol. Zuckerveresterung 


- Kubikmillimeter Kohlensiure pro 1 Mol. Zuckerspaltung 

Wir setzen p K\ (Kohlensaure) fiir 20° und das benutzte Salzmilieu 
mit Z.J. Warburg!) = 6,26; der Bicarbonatgehalt betrug 2 . 10~? mol. (1), 
bei den spiiteren Versuchen 4 .10~? mol. bis 5.10~? mol. (II). Der 
Kohlenséuredruck entsprach meist 5 Proz. Kohlensiure im Gasraum, 
was bei 20° einem Kohlensiuregehalt von 1,91 . 10~4 mol. in der Fliissig- 
keit entspricht (la, Ila). Bei 15 Proz. Kohlensaure ist der Kohlensiure- 
gehalt der Fliissigkeit 5,7 . 10-3 mol. (IIb). Danach ergibt sich in den 
einzelnen Anordnungen 


Ia. 2.10~? mol. Bicarbonat, 5 Proz. CO,, 


vat see 
Pu = 6,26 + log Tor o-3 28: 


Ila. 4.10~? mol. Bicarbonat, 5 Proz. CO,, 
10-2 


Pu = 6,26 4 7,58; 


log 91.1073 


IIb. 4.10-? mol. Bicarbonat, 15 Proz. CO,, 


4.10-? 


Pu 6,26 + log —r 


— 7,11. 
5.7 . 10-3 


Fiir ein Phosphatgemisch von pg 7,3, wie es der mittleren Reaktion 
der Versuche entspricht, ist der horizontale Abstand der Titrations- 
kurven von Phosphorsaéure und Hexosediphosphorsiure = 0,51 bis 0,52 
(s. O. Meyerhof und J. Suranyi). Eine solche Verschiebung nach der 
sauren Seite tritt also ohne Anderung des Alkaligehalts bei der Ver- 
esterung des Phosphats ein. Die gleiche pg-Verschiebung wird aber 
auf der Titrationskurve der Phosphorsiure durch Wegnahme von 
2,56 ccm n/10 Natronlauge bei 10ccm m/10 Phosphat hervorgerufen, 
d. h. Veresterung von 10ccm m/10 Phosphorsdure fiihrt eine cg- 
Steigerung herbei, wie sie durch 2,56ccm n/10 starker Saure, HCl 
oder Milchsaéure, bewirkt wiirde. z ist danach rund 0,25, da 1 Mol. 
Zucker sich mit 2 Mol. Phosphorséure verestert bzw. 2 Mol. Milchsaure 
bildet. Danach werden pro Veresterung von 1 mg Zucker 64cmm 


1) Biochem. Journ. 16, 153, 1922; insbesondere S. 255. 
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CO,, pro 1 mg P,O; 82cmm CO, frei. Hierbei ist keine Riicksicht 
genommen auf die absoluten Konzentrationen des Phosphats und 
Hexosephosphats, da die pXK'-Werte in erster Linie von der gesamten 
Salzkonzentration abhangen dirften, die meist n/8 bis n/10 betrug. 
Fiir eine genaue Berechnung der Korrektur wire allerdings sowohl 
die Konzentration des freien und veresterten Phosphats wie die Art 
und Menge der anderen anwesenden Ionen zu_beriicksichtigen. 
Wurde zu dem tibrigen Salzmilicu noch Natriumoxalat oder Natrium- 
fluorid in héheren Konzentrationen (n/5 bis n/30) hinzugegeben, so 
wurde angenommen, daB die px-Verschiebung um 0,1 gréBer ist und 
nunmehr 0,61 betragt, was einer Entfernung von 3,10 ccm n/10 Natron- 
lauge auf 10ccm m/10 Phosphorsaure entspricht. z ist danach hier 0,31. 
Pro 1 mg P,O,; wercen 100cmm COQ, frei. Diese etwas willkiirliche 
Festsetzung der Korrektur wird durch den Vergleich der chemischen 
und manometrischen Messungen gerechtfertigt; doch diirfte die Be- 
rechnung der Veresterungskcrrektur nur auf 10 bis 20 Proz. genau sein. 
Die gleiche Veresterungskcrrektur ist in wmgekehrter Richtung anzu- 
bringen, wenn Hexosephosphat im Muskelextrakt aufgespalten wird. Da 
diese Aufspaltung, wie in der folgenden Arbeit gezeigt wird, stets in 
annihernd aquimolekulare Mengen Milchsiure und Phosphorsaure ge- 
schieht, so werden fiir eine Milchsiurebildung = 100 cmm Kohlensaure 
nur 100 — 25 = 75 manometrisch g2>messen. Hier betrigt die Korrektur 
also gerace ein Drittel des gemessenen Druckes. Dagegen ist, wie bei 
O. Meyerhof wnd J.Suranyi ausgefiihrt, die Alkalisierung bei der 
Spaltung der priaformierten Ester (,,Lactacidogen“) gréBer, als sich 
aus der Differenz der Dissoziationskonstanten berechnet. In der Tat 
ergab sich in solchen Fillen, da8 die mit der gewéhnlichen Korrektur 
berechnete Milchsaure gegeniiber der chemischen Vergleichsbestimmung 
zu gering ausfalli. Doch spielt diese Aufspaltung des Lactacidogens 
nur in wenigen Anordnungen eine Rolle, in denen daher stets die 
chemische Bestimmung zum Vergleich benutzt wurde. 

Die chemische Bestimmung der Milchsiiure wurde, wie oft be- 
schrieben, ausgefiihrt. Die EnteiweiBung geschah nach Folin-Wu mit 
10 Proz. Natriumwolframat und #/,n HCl (statt Schwefelsiure), um 
die Ausfillung des CaSO, beim Zusatz des Kalkes zu vermeiden. Die 
iiblichen Mengen waren 2 Extrakt + 2 Wasser + 1 Wolframat + 1 HCl. 
Die Entzuckerung mit Kupfersulfat und Calciumhydroxyd geschah 
nach van Slyke und Clausen; die Destillation nach Fiirth und Charnas 
wurde unter ZufluB von n/500 bis n/1000 Permanganat vorgenommen 
und dauerte pro Bestimmung je 3/, Stunden. Titriert wurde in der Regel 
nach Clausen nur das gebundene Bisulfit nach Zusatz von Bicarbonat. 
In diesem Falle wird eine Kontrolle zur Feststellung des Titers und 
ebenso Eiskiihlung entbehrlich und die Ausfiihrung der Bestimmung 
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bedeutend gekiirzt. Wie zahlreiche Vergleiche ergaben, stimmt die 
Titrierung des gebundenen Bisulfits mit der des Bisulfitiiberschusses 
auf 0,02 bis 0,04ccm iiberein. Der Blankwert ist 0. Der durch- 
schnittliche Verlust bei Mengen von ¥% bis 1 mg betrug 5 Proz., 


so daB alle Resultate mit 1,05 multipliziert sind. Wie weit quantitativ 
die chemischen und manometrischen Messungen iibereinstimmen, zeigt 
die folgende Tabelle I. 

Im allgemeinen stimmt trotz der verschiedenen Umrechnungen 
die manometrisch und chemisch bestimmte Milchséurebildung gut, 
d.h. innerhalb 10 Proz., iiberein, sowohl] wenn das anorganische Phosphat 
durch Veresterung verschwindet, als auch wenn es bei der Spaltung 
des Hexosediphosphats zunimmt. Nur in dem Fall», daB die Phosphat- 
veresterung die Milchsiurebildung auBerordentlich stark iiberwiegt, 
wie in Gegenwart von Natriumfluorid, ist die UObereinstimmung er- 
klarlicherweise weniger gut. Infolgedessen ist das Resultat 1b in 
Tabelle IB eingeklammert, da hier iiber zwei Drittel der mano- 
metrischen Druckaénderung auf die Phosphatveresterung entfallen. 
Ferner ergibt sich manometrisch ein zu kleiner Wert fiir die Milchsaure, 
wenn die praformierten Phosphorsiureester gespalten werden, wie 
bei der Umsetzung der Glucose ohne Aktivator. (Tab.I, 3b). In 
zwei Versuchen der Tabelle I (2a und 4a) ist der ohne Veresterungs- 
korrektur bestimmte Wert der Milchsiure richtiger als nach Abzug 
der Korrektur, und das manometrisch berechnete Resultat weicht 
infolgedessen um etwa 20 Proz. von dem chemischen ab. Doch kann 
dies eventuel!l auch durch Ungenauigkeit der chemischen Bestimmung 
verursacht sein. 

Wiahrend in bestimmten Anérdnungen die Veresterungskorrektur 
groB sein kann, macht sie bei der Spaltung der Starke und des Glykogens 
in lingeren Zeitraumen nur 10 bis héchstens 15 Proz. aus, weil die 
Phosphatveresterung hier verhiltnismaBig langsam fortschreitet bei 
starker Milchsiurebildung. Unter diesen Umstinden brauchte die 
Korrektur oft nicht bestimmt zu werden, da auch ohne dieselbe die 
chemisch und manometrisch gemessene Milchsiure auf etwa 10 Proz. 
iibereinstimmen. Andererseits ist dort, wo eine starke Veresterung 
stattfindet bei geringer Milchsiurebildung, wie z.B. bei der Ein- 
wirkung von NaF, die manometrische Methode nicht mehr zuverlassig, 
so daB hier hauptsichlich das Ergebnis der chemischen Bestimmung 
beriicksichtigt wird. Auch wurde die chemische Methode be- 
vorzugt bei der Messung des Umsatzes in kurzen Zeiten, 2z. B. 
nach 2 und 5 Minuten vom Moment des Kohlehydratzusatzes, da 
der Druckausgleich in den GlykolysegefiiBen eine gewisse Zeit be- 
ansprucht und bei rascher Entwicklung der Milchsiiure derselben 
nicht sofort folgt. 
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O. Meyerhot : 


Absolute Wirksamkeit der Fermentliésungen. 


Die Wirksamkeit cer Fermentlésungen (w) sei ausgedriickt in 
Milligramm Milchsiure pro Gramm Muskelgewicht und Stunde bei 
20° (bei Kaninchenmuskelextrakt auch bei 37°). Fir die Umrechnung 
wird angenommen, da8 bei Zusatz von a ccm Fliissigkeit zu bg Muskeln 


eine Verdiinnung des Muskelenzyms wm : : . eintritt, so daB, wenn 
in leem emg Milchsiwe pro Stunde gebildet werden, w= c- ~ ; : 
ist. Diese fiir die Berechnung notwendige Annahme ist tatsachlich fiir 
die Bestimmung der aus dem Muskel extrahierten Fermentmenge zu 
ungiinstig, denn, wie unten gezeigt (Versuch 5 und 6), nimmt bei wieder- 
holter Extraktion die fermentative Wirksamkeit der Ausziige so 
langsam ab, daB die Fermentkonzentration in der Fliissigkeit jeden 
Extrakts erheblich hinter cer im Muskelgewebe zuriickbleiben muB. 
Gleichzeitig aber zeigt sich, daB die fermentative Wirksamkeit der 
spiteren Extraktionen nur dann sichtbar wird, wenn cofermenthaltiger 
Muskelkochsaft bzw. Extraktkochsaft hinzugegeben wird!). Bei der 
Extraktion wird der Muskel eher an Coferment erschépft als an Ferment. 
Die Wirksamkeit w ist daher keine einheitliche Gréfe; dies um so 
weniger, als daneben auch der Phosphatgehalt fiir die Geschwindigkeit 
der Glykolyse eine entscheidende Rolle spielt. Je nach der Herstellung 
und Verdiinnung des Extrakts betriigt die Konzentration anorganischen 
Phosphats etwa 0,3 bis 0,6mg P,O; pro Kubikzentimeter, wahrend 
die Konzentration im Muskel nach Laquer*) etwa 2 mg P,O; pro Gramm 
Muskel ist. Vermehrung des Fhosphats aufs Zwei- bis Dreifache der 
in der Fermentlésung vorhandenen Konzentration erhéht den Gesamt- 
umsatz betrichtlich, wihrend die Anfangsgeschwindigkeit, besonders 
bei starker Vermehrung des Phosphats, herabgesetzt wird. Der sonst 
nach 1 bis 2 Stunden erfolgende Abfall der Geschwindigkeit wird dann 
stark verzégert, ja, die Geschwindigkeit kann sogar langsam steigen. 
Bei noch gréBerer Steigerung des Phosphatgehalts kommt es indes zu 
einer anhaltenden Hemmung der Glykolyse. SchlieBlich aber ist, da 
die Geschwindigkeit wihrend des Versuchs langsam abfallt, die Wirk- 
samkeit von der Zeit der Messung abhingig. Bei Umsatz von Starke 
und Glykogen in mittleren Konzentrationen (0,2 bis 0,5 Proz.), womit 
sich die vorliegende Arbeit allein beschaftigt, lassen sich drei Perioden 
gut unterscheiden: eine erste, die bei 20° 20 bis 30 Minuten dauert, in 
der die Geschwindigkeit in den ersten Minuten rasch steigt, dann aber 


1) Vgl. Zeitschr. f. physiol. Chem. 101, 165, 1918; Pfliigers Arch. 188, 


148, 1921. 
®) Zeitschr. f. physiol. Chem. 938, 60, 1914. 
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allmahlich wieder fallt; eine zweite, die ohne Phosphatzusatz 1 bis 
2 Stunden, mit demselben aber auch das Doppelte betragen kann, in 
der die Geschwindigkeit annahernd konstant bleibt, und eine dritte, in 
der sie bei geringem Phosphatgehalt ziemlich steil, sonst langsamer 
auf kleine Werte sinkt. Nur die zweite Periode ist fiir die Berechnung 
geeignet. Wird das Kohlehydrat schon vor Versuchsbeginn zugesetzt, 
so vergeht bei Cer manometrischen Messung bis zum Beginn eine Zeit 
von 20 bis 30 Minuten, so daB hier die Wirksamkeit aus dem Umeatz 
der ersten Stunde nach SchluB des Mancmeterhahns berechnet werden 
kann. Wird aber das Kchlehydrat erst bei verschlossenen Hihnen 
eingekippt, so miissen die ersten 20 bis 30 Minuten fiir die Bestimmung 
von w vernachlassigt werden. Im iibrigen ist diese letztere Anordnung 
fiir die Kenntnis des Gesamtumeatzes natiirlich zu bevorzugen, wahrend 
die Aktivitét des Ferments durch den nahezu halbstiindigen Aufenthalt 
der kchlehydratfreien Fermentlésung bei 20° nicht unbedeutend ge- 
schidigt wird. Ebenso wie es vcn anderen Fermenten bekannt ist, 
wirkt die Anwesenheit des Substrats schiitzend. 

Trotz dieser Umstinde und der durch die verschieden gute Be- 
schaffenheit der Fermentlésungen bedingten Schwankungen ist im 
allgemeinen die Wirksamkeit ven derselben Gréfe und ergibt sich, wie 
die Tabelle I] zeigt, zu etwa 1,5 bis 3,0 mg bei 20°. Da die Geschwindig- 
keit der spontanen Milchsaurebildung zerschnittener Froschmuskulatur 
bei 20° fiir die erste Stunde 2,4 bis 3,0 mg pro Gramm betriigt*), ist 
die Wirksamkeit des Fermentextrakts von derselben GréBe wie die 
der Glykolyse im Muskelbrei. In Riicksicht auf die unvollstindige 
Extraktion ist die Gesamtwirksamkeit des Ferments in Lésung sogar 
betrachtlich héher, zumal wenn man die Geschwindigkeit von Beginn 
an rechnen wiirde. Fiir diese Erhéhung cer Wirksamkeit kénnten 
verschiedene Faktoren in Betracht kommen, z. B. die héhere Konzen- 
tration des reagierencen Kohlehydrats, da im Muskel das Glykcgen 
mit dem Ferment kaum in so unmittelbarer Beriihrung stehen diirfte, 
oder eine geeignetere Phcsphatkonzentraticn und anderes mehr. 

Im folgenden seien als Beispiele des Glykolyseverlaufs zwei Kurven- 
bilder gegeben (Abb. 2 u. 3) und in der Tabelle II aus einer grofen 
Zahl von Versuchen eine Reihe durchschnittlicher Falle herausgegriffen. 

Versuch 1, 13. Januar 1926 (Abb. 2). Je 0,4cem KCl-Extrakt, ent- 
sprechend 0,167 g Froschmuskeln, mit Zusitzen auf 0,7 cem gebracht, 
0,02 mol. NaHCO,, gesattigt mit 5 proz. CO, in N,, bilden die auf den 
Kurven dargestellte Milchséiuremenge (manometrisch bestimmt). (1) ohne 
Kohlehydratzusatz findet nur in den ersten Stunden eine geringe Glyko- 
lyse statt, die nach 1 Stunde fast aufhért. Bei Anwesenheit von Glykogen 
(0,3 Proz.) ohne Phosphatzusatz (2), Gehalt 0,24 mg P,O,, ist die Glykolyse 


1) Pfliigers Arch. 188, 114, 1921. 
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waihrend 2 Stunden anndhernd konstant, sinkt dann rasch und ist nach 
4 Stunden véllig erloschen. Bei Vermebrung des Phosphats auf annaihernd 
das Doppelte (3), Gehalt 0,44 mg P,O,, ist die Anfangsgeschwindigkeit eine 
Spur kleiner, die Glykolyse fallt erst nach 4 Stunden stark ab, hért nach 
5 Stunden auf. Bei noch weiterer Vermehrung des Phosphats auf an- 
nihernd das Dreifache (4), Gehalt 0,69 mg P,O,, ist die Geschwindigkeit 
anfangs novth geringer, aber wiihrend 4 Stunden konstant und nach 
6'/, Sturden nur maéBig abgefallen. Woher diese Wirkung des Phosphats 
riihrt, wird in der spateren Arbeit auf Grund gleichzeitiger Messung der 
Glykolyse und Veresterung genauer erértert. Die Wirksamkeit dieses Ver- 
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Abb. 2. Versuch 1 
I: ohne Zusatz. Il, Il, IV: mit Glykogen und zunehmenden Phosphatmengen. 
Erklarung im Text. 
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Abb. 3. Versuch 2. 

Glykolyseverlauf mit Stirke. 
Erklarung im Text. 


Als Beispiel fiir die spiter meist bevorzugte Versuchsanordnung dient 
Abb. 3, Versuch 2, 3. Juli 1926. Froschmuskelextrakt, in destilliertem Wasser 
hergestellt, U.lcem 4proz. Starke nach SchlieBen des Manometerhahns 
eingekippt. Bicarbonatgehalt 0,04 mol., Fiiissigkeitsmenge 1,05 ccm, ent- 
haltend 0,5 cem Extrakt, entsprechend 0,20g Muskeln. P,O,-Gehalt 0,43 mg 
(kein Phosphatzusatz). Die Wirksamkeit berechnet sich hier unter Ab- 
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zug der ersten 30 Minuten zu 3,7 mg Milchséure, also noch erheblich 
héher als im vorigen Versuch. Auch fallt die Geschwindigkeit, wie meist 
in den destiJlierten Wasser-Extrakten, langsamer ab. 

In der Tabelle II ist fiir linger dauernde Versuche sowohl 
der Gesamtumsatz wie die spezifische Wirksamkeit w der Extrakte 
fiir die Zeit von % bis 14 Stunden nach Kohlehydratzusatz berechnet. 
Bei den angesternten Versuchen sind die Manometerausschlage fiir die 
Veresterung korrigiert, bei den anderen nicht. Die mit gleicher Nummer 
bezeichneten Versuche sind mit dem gleichen Extrakt angestellt. 


Nr. 1 bis 4 betrifft Extraktion von Froschmuskeln mit isotonischer 
K Cl-Lésung, Nr. 5 bis 8 mit destilliertem Wasser, Nr. 9 und 10 Extrak- 
tion von Kaninchenmuskulatur. Die Wirksamkeit der KCl-Extrakte, 
zwischen 1,0 und 2,25mg, ist im allgemeinen geringer als die der 
destillierten Wasserextrakte, die zwischen 1,8 und 3,7, gelegentlich 
bis 4,0 mg Milchsaure betragt. Die Wirksamkeit der Kaninchenmuskel- 
extrakte bei 20° entspricht ungefahr den Froschmuskelextrakten und 
betrigt bei 37° anfangs gut das Doppelte. Doch ist der Umsatz bei 37° 
wegen der Empfindlichkeit des Ferments bei dieser Temperatur groBen 
Schwankungen unterworfen. 

Versuche 2 und 2a sowie 3 und 3a der Tabelle II sind weitere 
Beispiele fiir den EinfluB8 der Vermehrung des Phosphats. Versuche 4 
und 4a sowie 5a und 5b zeigen, daB Starke und Glykogen nahezu mit 
derselben Geschwindigkeit gespalten werden. Eine geringe Uberlegen- 
heit der Starke kommt wahrscheinlich auf Rechnung von Verunreini- 
gungen des Glykogenpréparats. Anfangs war bei Benutzung von 
Merckschem Glykogen der Unterschied noch gréfer, nach mehrfacher 
Umfillung des Priparats mit Alkohol verschwand er bis auf einen 
kleinen Rest. 


Einflu8 der Extraktkonzentration. 


Die ,,Verdiinnung bei der Herstellung des Extrakts betrug ge- 
woéhnlich 2,3 fiir KCl und 2,5 fiir destilliertes Wasser und stieg durch 
die Zusitze im Versuch auf 3,5 bis 5,0. Wurde dieses Verhiltnis variiert, 
so anderte sich die Wirksamkeit. Dabei findet man bei weiterer Ver- 
diinnung eine relative Steigerung der Anfangsgeschwindigkeit, die unter 
Umstiinden so stark ist, daB der absolute Umsatz in der ersten Zeit bei 
Verdiinnung aufs Doppelte und halber Extraktmenge gleich bleibt. 
Dafiir aber setzt ein um so rascherer Abfall ein, so daB das Verhiltnis 
spiterhin sich umkehrt. Hieraus resultiert fiir 114 bis 2 Stunden ein 
der Extraktmenge ungefibr proportionaler Umsatz. Extrakte von 
starkerer Konzentration als einer Verdiinnung von 5 nehmen an Halt- 


barkeit nicht zu. 
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Beispiele. 


Versuch 3. 28. Dezember 1925. 7,2 ¢ Muskeln 10cem KCl, Gesamt- 
fliissigkeit 0,8 com, mit 0,025 mol. NaHCO, und 0,25 proz. Glykogen. 





1 2 Verhaltnis der 

mg Milchsaure mg Milchsaure absoluten Wirk- 

mit 0,6 ccm mit 0,2 com samkeiten 2:1 in 

Extrakt. Vers Extrakt. Ver den gemessenen 
diinnung 3,2 dunnung 9,6 Intervallen 


30 Min. 0,078 0.054 2.10 


1 Std. 0,190 0,095 1,10 
2 Stdn. 0,412 0,126 0.42 


Versuch 4. 29. Dezember 1925. Mengenverhaltnisse wie bei Versuch 3. 





1 2 3 Verhaltnis der 
mg Milchséure mg Milchséure mg Milchséure absoluten Wirk- 
mit 0,6 com mit 0,3 ccm mit 0,15ccm samkeiten 3:2in 
Extrakt. Ver. Extrakt. Vers Extrakt. Vers den einzelnen 
diinnung 3,12 diinnung 6,25 diinnung 12,5 Intervallen 


30 Min. 0,158 0,110 0,064 1.17 
1 Std. 0.362 0,233 0,104 0,65 
90 Min. 0,530 0,350 0,120 0,27 
2 Stdn. 0,660 0.445 0.128 0.17 


Wiederholte Extraktion der Muskulatur. 


Der Einflu8 wiederholter Extraktion ergibt sich aus den folgenden 
Beispielen : 

Versuch §. 15. Dezember 1925. 10g Froschmuskeln, mit 10 cem KCl 
extrahiert, gibt Extrakt I. Zentrifugierter Riickstand, noch dreimal mit 
10 cem KCl extrahiert: Extrakt II, III und IV. Unmittelbar geben je 
0,4 com Extrakt auf 0,6 cem verdiinnt mit 0,3 proz. Glykogen die folgenden 
Ausschlage : 





t Spezifische 
ee Wateomiete 


Extrakt 
Nr. 


> a+t 
Verdiinnung ; 


I 0,217 1,63 
I] 0,200 1,50 
Il « 0,020 0,15 
IV < 0.007 0.05 


Wahrend danach die Wirksamkeit in I] kaum gesunken ist, ist sie in 
IIT und IV ganz abgefallen. Nunmehr werden Extrakt I und Il vereinigt 
und zum Extrakt IV Kochextrakt von I zugesetzt; Extraktgemisch I, I: 
0,4 ccm auf 0,6 cem verdiinnt; Extrakt IV: 0,3 ccm mit 0,2 ccm Koch- 
extrakt von I (der fiir sich allein wirkungslos ist) auf 0,7 cem verdiinnt. 





S fische 

+2 pezi 

ware Verdiinnung = P : mg Milchsaure Wirksamkeit 
Nr. ; u“ 


I+ II 3,00 0,30 2,25 
IV + Kochsaft I 4.67 0,14 1.40 
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Die Wirksamkeit von Extrakt IV ist danach noch nahezu zwei Drittel 
der von I und II. 
Versuch 6. 17. Dezember 1925. 17,1 g mit 20ccem KCl extrahiert 
Extrakt 1; Riickstand, zweimal mit 20 cem KCl extrahiert: Extrakt I 
und III. Je 0,4 ccm auf 0,7 bis 0,8 cem verdiinnt, 0,3proz. Glykogen; mit 
KCl bzw. 0,2 cem Extraktkochsaft von I aufgefiillt. 





Extrakt , a+b Milchsaure Spezifisch 
Nr. Verdunnung b a * 90 —" Witksamkeit 
I 3,75 0,43 1,54 
Il 3,75 0,04 0,15 
It! 4,30 0,01 0,04 
III + Kochsaft I 4,30 0,54 1,94 


Extrakt III + Kochsaft hat daher noch eine héhere Wirksamkeit als 
Extrakt I ohne Zusatz. Hierbei wirkt der Phosphatgehalt des Kochsaftes 
steigernd, wihrend Phosphat fiir sich allein auf die cofermentfreien Extrakte 
wirkungslos ist. 

Um cofermentfreie, aber fermenthaltige Muskelextrakte zu ge- 
winnen, wurde spiiterhin die zerdriickte Muskulatur nach der ersten 
Extraktion zweimal mit grofen Mengen Wasser gewaschen und das 
vierte Mal in einer kleinen Fliissigkeitsmenge griindlich verriihrt. Dieser 
vierte Extrakt ist cofermentfrei und besitzt annihernd dieselbe fermen- 
tative Wirksamkeit wie der erste Extrakt. 


Vergleich der Extraktion vorher zerschnittener und nur zerquetschter Muskulatur 


Versuch 7. 6. Januar 1926. a) 7,7 g Muskeln + 10 cem KCl wie iiblich 
extrahiert. b) 6,3 g Muskeln (fein zerschnitten) + 8,0 ccm KCl. Je 0,4 ccm 
Extrakt mit 0,02 mol. NaHCO,, KCl-Lésung bzw. 0,3 proz. Glykogen. 











Zeit mg Milchsaure i Wirksamkeit 
— ohne | “b) ohne a) mit 0,3 Proz. b) mit 03 Proz z.| a) mit b) mit 
Min. Kohlehydrat | Kohlehydrat Glykogen Glykogen || Glykogen Glykogen 
| 
30 0,008 | 0071 0,155 0,158 175 | 1,78 
60 0,008 0,105 0,304 0,312 -— — 
90 0008 | 0,109 0,440 0.456 we ins 


Die Wirksamkeit der Extrakte mit Glykogenzusatz wird, wie Vers.7 
zeigt, durch vorheriges Zerschneiden der Muskeln nicht geandert, aber 
die Milchsaéurebildung ohne Kohlehydratzusatz stark erhéht. Wahrend sie 
bei der iiblichen Herstellung in den ersten 30 Minuten nur etwa 5 Proz. 
des Glykogenversuchs betrigt und dann auf 0 sinkt, steigt sie durch 
vorheriges Zerschneiden auf fast 50 Proz. in der ersten halben Stunde 
und ist auch nach einer Stunde noch nicht erloschen. Im allgemeinen 
ist das Zerkleinern in der Fleischmaschine weniger bedenklich fiir 
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die Fernhaltung der priiformierten Kohlehydrate. Da ebenso, wie 
die Selbstgirung im Hefeprefsaft die feinere Analyse des Girungs- 
ablaufs erschwert, die spontane Milchsiurebildung fiir die Aufklirung 
der Glykolyse hinderlich ist, wurde ein vorheriges Zerschneiden der 
Muskulatur stets vermieden. 


Haltbarkeit der Extrakte. 


Froschmuskelextrakte werden schon bei mehrstiindigem Stehen 
im Zimmer nahezu unwirksam, ebenso bei 24stiindigem Stehen in Eis. 
Halt man sie in Kaltemischung von — 2°, so beobachtet man, daB auch 
jetzt der bei 20° gemessene Gesamtumsatz an Kohlehydrat durch eine 
gegebene Extraktmenge schon in den ersten Stunden der Aufbewahrung 
des Extrakts sich dauernd verringert, wahrend gleichzeitig die 
Anfangsgeschwindigkeit der Glykolyse meist erheblich steigt. Hierbei 
l4Bt sich oft durch Zugabe von Kochsaft der Abfall verzégern, 
waihrend Muskelkochsaft auf frischen Extrakt nicht steigernd wirkt. 
Auch Zusatz von Phosphat wirkt auf gealterten Extrakt oft noch 
férdernder als auf frischen, verringert aber gleichzeitig die Anfangs- 
geschwindigkeit. Das Verhalten des gealterten Extrakts ahnelt somit 
dem stark verdiinnten und ist daher wohl so zu deuten, daB ein labiler 
Bestandteil des Fermentgemisches einen Teil seiner Wirksamkeit ver- 


loren hat, so daB das Verhaltnis des wirksamen Ferments zu den tibrigen 
Bestandteilen, Coferment, Phosphat, Kohlehydrat, sich verschiebt. 
Hierfiir scien die folgenden Beispiele gegeben, die auch in Abb. 4 und 5 
dargestellt sind. 
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Abb. 4. Versuch 8. Abb. 5. Versuch 9. 
a) Frischer Extrakt. a) Frischer Extrakt 
b) 51/2 Stunden alter Extrakt. b) 5 Stunden alter Extrakt. 
c) Derselbe mit Zusatz von Kochsaft. c) Derselbe mit Phosphatzusatz 
Einzetheiten im Text. Einzelheiten im Text. 
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Versuch 8. 29. Dezember 1925. 14,8g Muskeln + 20ccm KCl; je 
0,3 cem Extrakt auf 0,8 ccm verdiinnt, mit 0,25 proz. Glykogen. 





Zeit in mg Milchsaure, mg Milchsaure, _ Milchsdure. 
Min. 1 Std. alter Extrakt | 5!/, Stdn. alter Extrakt at pr ih we oy 


30 0,109 0,170 0,194 
60 0,234 0,248 0,420 
90 0.350 0,256 0,463 


Versuch 9. 12. Januar 1926. 10,7 g Muskeln + 15 cem KC\l; je 0,4 ccm 
Extrakt auf 0,7 ccm verdiinnt, mit 0,3 proz. Glykogen. 





mg Milchsaure, 
Zeit in mg Milchsaure, mg Milchsaure, 5 Stdn. alter Extrakt 
Min. \/y Std. alter Extrakt 5 Stdn. alter Extrakt mit Zusatz von 0,25 mg 


2“’5 


30 0,123 0,282 0,154 
60 0,272 0,328 0,382 
90 0,370 0,332 0,420 

Aus den Versuchen geht hervor, daB die Geschwindigkeit in einem 
mehrere Stunden alten Extrakt zunichst betrachtlich gesteigert ist, 
aber schon vor einer Stunde nahezu auf 0 fallt. Die Bestimmung des 
Phosphats ergibt, daB unter den gleichen Umstiinden beim Stehen des 
Extrakts ein teilweiser Zerfall der praformierten Phosphorsaureester 
(Embdens ,,Lactacidogen“) stattfndet, selbst bei starker Kihlung. 
Wenn die fermentative Wirkung erloschen ist, ist auch der gréBte Teil 
dieses Lactacidogens aufgespalten. 

Dagegen sinkt die Glykolyse im Extrakt aus Kaninchenmuskulatur 
innerhalb 24 Stunden nur teilweise ab, wie der folgende Versuch zeigt. 

Versuch 10. 4. Juni 1926. 130g Kaninchenmuskulatur (in der Fleisch- 
maschine zerkleinert) + 220 ccm destillierten Wassers. Je 0,6 com Extrakt, 
Zusatz. von Phosphat (0,4 mg; P,O,), 0,025 mol. NaHCO, mit und ohne 
Glykogen. Gebildet bei 37° (ab % Stunde Anfangszeit) in 1 Stunde: 

a) sofort 1. ohne Kohlehydrat: 0,047 mg Milchséure; 2. mit 0,4 proz. 
Glykogen: 0,446 mg Milchséure (stark fallend); 

b) nach 24Stunden 1. ohne Kohlehydrat: 0,047 mg Milchséure; 
2. mit 0,4 proz. Glykogen: 0,33 mg Milchséure (stark fallend). 

In der Tat ist die Menge des priformierten Phosphorsiureesters 
in dem Kaninchenmuskelextrakt fast doppelt so groB wie im Frosch- 
muskelextrakt und auch nach 24stiindigem Stehen des Extrakts in 
Eis nur zum Teil zerfallen. 

Acetondauerpriparate. 

Ein besonderes Interesse hat noch das Verhaltnis der Wirkungs- 
stirke der Extrakte zum Trockengehalt. Bei KCl-Extraktion mu8 
hierfiir die zugesetzte KCl-Menge abgezogen werden. Froschmuskel- 


a+b 
extrakte mittlerer Wirksamkeit mit einer Verdiinnung > von 2,4 
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enthalten in leem 25 bis 27 mg Trockensubstanz mit 10mg Asche, 
wovon 9mg auf den KCl-Zusatz kommen. Die Wirksamkeit dieser 
Extrakte betrigt 2,0 bis 2,5 mg, was auf 1 com Extrakt 1 mg Milchsiure 
ergibt. lg feuchte zerschnittene Muskulatur = 200mg _ Trocken- 
gewicht, hat eine Wirksamkeit von 2,4 mg Milchsiure. Danach ergibt 
sich, daB, bezogen auf das Trockengewicht, die Aktivitét des Ferment- 
extrakts fiinfmal so groB ist als die der spontanen Milchsiurebildung 
im Muskelbrei. 

Noch direkter lat sich die Wirksamkeit bezogen auf das Trocken- 
gewicht bei den Acetonpriparaten des Ferments vergleichen. Wiahrend 
Acetonpraparate des Froschmuskelextrakts eine Aktivitaét von nur 10 bis 
20 Proz. des Ausgangssafts erreichen, kann man mit den bestindigeren 
Muskelextrakten vom Kaninchen Acetonfillungen gewinnen, die 
40 Proz. der Wirksamkeit des Ausgangsextrakts besitzen und mehrere 
Wochen lang haltbar sind. Allerdings sinkt der Umsatz relativ rasch 
nach Zusatz des Kohlehydrats und ist bereits nach einer Stunde sehr 
klein, so daB nur die Zeit von 4 bis 1 Stunde nach Zusatz des Kohle- 
hydrats fiir die Berechnung der Wirksamkeit geeignet ist. Auch hier 
ist aber in der ersten halben Stunde die UmsatzgréBe noch viel betracht- 
licher. Als Beispiel dienen die folgenden Versuche: 


Versuch 11. 3. Juni 1926. 10cem Kaninchenmuskelextrakt (aus 40 g 
Muskeln + 55 cem KCl) in 140 ccm eiskaltes Aceton eingegossen, Nieder- 
schlag mit Ather gewaschen und iiber Schwefelsiure getrocknet. Ausbeute 
170 mg Pulver. Je 17 mg (= 1 cem Extrakt) auf 0,9 ccm gebracht, mit 
0,025 mol. NaHCQ,. 

b) Ohne Kohlehydrat. 

ec) Mit 0,44 Proz. Glykogen. 

Zum Vergleich: a) Ausgangsextrakt 0,6 cem auf 1 ccm gebracht, mit 
0,4 Proz. Glykogen. 

Versuch bei 20°, Beginn % Stunde nach Kohlehydratzusatz. 





, : Acetonpulver Acetonpulver 
7 & * még em b) mg Milchsaure c) mg Michsaure 
— NER n ae ohne Zusatz mit Glykogen 


30 4 0.02 0,24 
60 0.03 0,35 
90 , — 0,42 
120 = 0.04 0,46 


Danach berechnet sich die Wirksamkeit w fiir das Acetonpulver aus 
¥% Stunde zu 1,14mg Milchsiure, wahrend der Ausgangsextrakt eine 
Wirksamkeit von etwa 2,75 mg Milchséure besitzt. Auf Trockengewicht 
berechnet, ergibt sich fiir 200 mg Pulver ein Umsatz in 1 Stunde von 4 mg 
Milchsaiure, wahrend er fiir 1 g zerschnittener Muskeln mit 200 mg Trocken- 
substanz 2,4 mg Milchséure betragt. 
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Versuch 12. 17. Juni 1926. Extrakt aus 83 ¢ zerkleinerten Muskeln 
+ 120cem destillierten Wassers, 40 ccm in 400cem Aceton, Ausbeute 
1,08 g Pulver. 

a) Ausgangsextrakt 0,55ccm mit 0,3 mg P,O,, 0,03 mol. NaHCO,, 
0,4 proz. Glykogen, auf 1 ccm gebracht, 37°. 

b) 1 Tag altes Acetonpulver, 27 mg = Ilcem Extrakt + 0,02 mol. 
NaHCO, + 0,4 proz. Glykogen, auf 0,9 ccm gebracht. 37°. 

c) Nach 20 Tagen, 27 mg Acetonpulver + 0,04 mol. NaHCO,, 0,4 proz. 
Glykogen, auf 0,9ccem gebracht. 37°. 

d) 20 Tage altes Pulver bei 20°. 

e) Nach 90 Tagen gleiche Anordnung bei 20°, 





Zeit a) Ausgangs- | _b) frisches c) 20 Tage altes |d) 20 Tage altes 2 tte 


in Min. | mg _—.. Acetonpulver Acetonpulver Pulver bei 20° | gp Tagen bei 20° 
30 1,03 0,325 0,60 0,285 0,186 
60 124 oes 0,76 0,325 0,200 
9 || _ 0,560 088 | 0360 , 0,205 


Hier fallt, wie stets bei 37°, der Umsatz rasch ab. Nach den ersten 
30 Minuten ist der Umsatz in b) (wo die Bicarbonatkonzentration wohl 
zu gering war) 17 Proz., im spateren Versuch c) 32 Proz. des Ausgangs- 
extrakts. Der Umsatz pro Einheit Trockengewicht ist sehr viel kleiner als 
in Versuch 1. 

Zum Vergleich mit dem Acetonpulver des Extrakts wurde Trocken- 
pulver der Muskulatur nach der Vorschrift von Euler, Myrbdck und 
Karisson') hergestellt. In der Tat zeigte dies Pulver, wie die Autoren be- 
schrieben haben, eine geringe Glykolyse und in Gegenwart von Natrium- 
fluorid auch eine geringe Fahigkeit zur Phosphorylierung, die aber weit 
hinter der des Acetonpulvers der Extrakte zuriickblieb. 


Versuch 13. 28. April 1926. Von 200mg Alkohol-Muskelpulver vom 
Kaninchen wurden in 3 Stunden bei 35° 0,15 mg P,Q; in Gegenwart von 
NaF phosphoryliert, wahrend 27 mg Acetonpulver in 2% Stunden schon 
ohne NaF-Zusatz 0,45 mg:P,O, in Gegenwart von Glykogen phosphory- 
lierten, wahrscheinlich aber den Hauptteil schon am Anfang. 

Ahnlich verhalt sich die Milchséurebildung. 50mg Alkohol-Trocken- 
pulver gaben bei 37° in 1 Stunde etwa 0,1 mg Milchséure, wovon zwei 
Drittel schon ohne Glykogenzusatz entstehen. Nach Euler gaben 1g 
Trockenmuskeln mit Glykogenzusatz in 7 Stunden 16,5 mg Milchsaure, 
was ebenfalls fiir 50 mg in 1 Stunde etwa 0,1 mg Milchsiure entspricht?). 
Die Aktivitat ist danach weniger als ein Zwanzigstel des Acetonpulvers des 
Extrakts und das Priparat aus diesem Grunde und wegen der hohen 
spontanen Glykolyse fiir die vorliegenden Zwecke nicht geeignet. 


Einflu8 des Coferments. 


Uber die Rolle des Coferments wird in einer besonderen Unter- 
suchung von Dr. Meyer berichtet. Hier sei nur bemerkt, daB die Ab- 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 148, 243, 1925. 
2) Die Phosphorylierung war indes in Eulers Versuchen bis zu 
zehnmal so groB als in dem oben wiedergegebenen Versuch. 
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trennung des Coferments noch vollstandiger als durch mehrfache 
Extraktion vermittelst Dialyse oder Ultrafiltration durch Kollodium- 
membranen bewirkt werden kann. Besonders im letzten Falle kann 
der unwirksame Dialysierriickstand durch Zugabe von Kochsaft nahezu 
zur urspriinglichen Aktivitét gebracht werden. Entsprechend der 
alteren Feststellung iiber den Ersatz des Coferments der alkoholischen 
Hefegirung durch das Coferment im Muskel und die Uberein- 
stimmung der beiden Cofermente lat sich auch bei der Glykolyse 
der Muskelkochsaft durch Hefekochsaft ersetzen, wie das folgende 
Beispiel zeigt : 

Versuch 14. 18. Dezember 1925. (Schlecht wirksamer Extrakt wegen 
ungeniigender Kiihlung.) 9,5 g@ Muskeln + 12cem KCl: Extrakt I, dann 
zweimal mit je 10 cem KCl extrahiert: Extrakt IT und IIT. Beginn 4% Stunde 
nach Kohlehydratzusatz. Je 0,3cem Extrakt auf 0,7 ccm _ gebracht, 
0,025 mol. Na HCO,, mit und ohne 0,3 proz. Glykogen, KCl oder 0,2 ccm 
Kochsaft. 





mg Milchsaure 


Zeit dtedtm | Otek me | 6 hk 

in Min. a) Extrakt | b) Extrakt III + Glykogen Pa vee a Pe nn A 

Glykogen + Glykogen + 02 cen Koch saft von kochsaft ohne 
Muskeikochsaft Acetonhefe Glykoyen 


30 0,080 0,00 0,068 0,049 0.007 
60 0,112 0,00 0,112 0,080 0,007 


Filtration durch Berkefeldkerzen. 


Der Muskelextrakt ist véllig frei von mikroskopischen Strukturen. 
Zwar geht beim Zerdriicken der Muskeln eine feine Kérnchensuspension 
(Botazzis Myosingranula) in den Extrakt tiber, doch wird diese durch 
scharfes Zentrifugieren entfernt, so daB der Extrakt eine opaleszierentle, 
aber sonst klare Lésung darstellt. Die Lésung 14Bt sich in dhnlicher 
Weise durch Berkefeldkerzen filtrieren, wie andere Stoffwechsel- 
fermente, z. B. das Garungsferment 4), das Atmungsferment in wisserigen 
Leberausziigen*), die Methylglyoxalase*). Stets sind hier die ersten 
Kerzenfiltrate wirkungslos und nahezu eiweibfrei. Die folgenden werden 
nach Sittigung der Porenoberfliche eiweiBreicher und gleichzeitig 
aktiv. Allerdings war in unserem Falle auch das letzte der gepriiften 
Filtrate noch immer eiweiBirmer und schwicher als der Ausgangs- 
extrakt, doch wiirden langere Filtration und starkere Kiihlung zweifellos 
noch wirksamere Filtrate geliefert haben. 


1) BE. Buchner, H. Buchner, M. Hahn, ,,Zymasegirung*, 1903, S. 115. 
2) O. Warburg, Pfliigers Arch. 154, 599, 1913. 
3) O. Meyerhof, diese Zeitschr. 159, 432, 1925. 
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Versuch 16. 12. Dezember 1925. 17,8g Muskeln + 36cem KCI. 
Je 0,4ccm Extrakt auf 0,6ccm gebracht, mit 0,025 mol. NaHCQ,, 
0,3 proz. Glykogen. Berkefeldfiltration durch Kerze von 5 ccm Fassungs- 
raum, Anteile von je 5 ccm filtriert, Verdiinnung im Versuch 4,55. Ver- 
suchsbeginn ¥% Stunde nach Kohlehydratzusatz. 





Zeit mg Milchsaure mg Milchsaure mg Milchsaure mg Milchsaure 
in Min. im Ausgangsextrakt in Filtrat | in Filtrat II in Filtrat Ill 
20 0,089 0,000 0,018 0,026 
40 0,156 0,000 0,037 0,053 


Herrn Walter Schulz danke ich fiir seine Mithilfe bei der Aus- 
fiihrung der Versuche. 


SchluBbemerkung. 


In der vorstehenden Arbeit wurde die Abtrennung des milchsaure- 
bildenden Ferments aus dem Muskel beschrieben und die Methoden 
zur Messung der Glykolyse in wiisseriger Lésung. Das nahere Studium 
des Chemismus der Milchsiurebildung durch dieses Ferment wird in 
den spiteren Arbeiten vorgenommen. Wie oben gezeigt, bildet die nahezu 
kohlehydratfreie Fermentlésung aus zugesetzter Stirke und Glykogen 
Milchsaure fiir mehrere Stunden mit einer Geschwindigkeit, dic, bezogen 
auf das Muskelgewicht, etwa der spontanen Milchsiurebildung zer- 
schnittener Muskulatur entspricht, bezogen auf den Trockengehalt des 
Extrakts einer fiinfmal gréferen. Die Haltbarkeit des Ferments 
ist gering. Weitere Angaben werden tiber die Abtrennung des Coferments, 
den Einflu8B des Phosphatzusatzes, der Verdiinnung und ahnliches 
gemacht. Bei Fillung der Lésung mit Aceton und anschlieBender 
Trocknung wird ein Pulver gewonnen, das bis 40 Proz. der Ausgangs- 
wirkung des Extrak!s besitzt. 





Kolorimetrische 
Phosphorsiurebestimmungen im Muskelextrakt. 


Von 
kK. Lohmann und L. Jendrassik (Budapest). 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 20. September 1926.) 


Da es sich bei der Untersuchung des Mechanismus der Glykolyse 
im Muskelextrakt als notwendig herausstelite, die Veresterung bzw. Ab- 
spaltung des anorganischen Phosphats in Parallele mit der Milchsaure- 
bildung zu verfolgen, haben wir uns auf Vorschlag von Herrn Meyerhof 
mit der Ausarbeitung einer Methodik befaBt, die dies in den gleichen 
Extraktmengen erméglichte, wie sie fiir die manometrischen Versuche 
dienten. Diese enthalten im allgemeinen — je nach der Anlage des 
Versuchs und etwaigem Zusatz von Phosphat wechselnd — zwischen 
0,05 und 10mg P,O;. Besonders w'chtig ist fiir diesen Zweck, dal 
wahrend der Verarbeitung des Extrakts fiir die Phosphatbestimmung 
keine Aufspaltung des wihrend des Versuchs gebildeten Phosphor- 
sdiureesters, noch auch der praformierten organischen Phosphorsaure- 
verbindungen statthat, oder, wenn dies letztere nicht véllig vermeidbar 
ist, wenigstens die Abspaltung tiberall gleichmaBig verliuft. Die alteren 
Methoden, die Wagung als Ammoniumphosphormolybdat, Titration 
nach Newmann usw. kommen nicht in Frage, da sie nur nach Veraschung 
zuverlassige Werte liefern und obendrein zu umstiindlich sind. Dies 
gilt besonders auch fiir die hierauf gegriindeten Mikrobestimmungen'). 
Viel geeigneter erscheinen die auf der Filhung von Strychninphosphor- 
molybdat beruhenden Methoden, die auf Pouget und Chouchak*) zuriick- 
gehen. Auf dieser baut sich die nephelometrische Bestimmung von Bloor*) 


1) Z. B. R. Kuhn, Zeitschr. f. phys. Chem. 129, 64, 1923. 
2) Bull. Soc. Chem. 4, 164, 1909. 
8) W. R. Bloor, Journ. Biol. Chem. 86, 33. 1918. 
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und Kleinmann'), sowie die gravimetrische Bestimmung von Embden?) 
auf. Kleinmanns Methode soll bis 0,0005 mg P,O,; brauchbar sein ; 
die gravimetrische Methode ist von Embden fiir Mengen von 1,0 bis 
4,0 mg P,O, ausgearbeitet; bei kleinerem Gehalt mu8 eine bekannte 
Menge Phosphat vorgelegt werden, wodurch aber natiirlich die Ge- 
nauigkeit etwas sinkt. Die Hmbdensche Methode ist speziell fiir die 
Untersuchung der Veresterung des Phosphats in der Muskulatur be- 
stimmt und fiir diesen Zweck auch sehr geeignet. Fiir die hier be- 
absichtigten Reihenversuche kam sie jedoch nicht in Betracht, 1. weil 
ihr Bereich etwa eine Zehnerpotenz héher liegt und 2. weil sie als 
gravimetrisches Verfahren trotz relativer Einfachheit fiir langere Serien 
noch zu zeitraubend ist. Wir haben sie als Standardmethode 
zum Vergleich fiir die kolorimetrische Bestimmung benutzt. Die 
Niederschlage wurden dafiir auf Schottschen Glasfiltern abgesaugt 
und gewogen. Das nephelometrische Verfahren von Kleinmann 
andererseits war auch in seiner verinderten Form) fiir unsere 
Zwecke nicht geeignet, weil es die Veraschung der Lisung zur 
Voraussetzung hat. 

Die neuen kolorimetrischen Methoden zur Bestimmung des 
Phosphats als Phosphormolybdat kniipfen zum gréfBten Teile an die 
Beobachtung von Taylor und Miller*) an, daB in einem Gemisch von 
Molybdinsiure und Phosphormolybdinsiure nur die letztere durch 
Reduktionsmittel zu Molybdinblau reduziert wird, ohne da die erstere 
angegriffen wird. Im AnschluB an Bell und Doisy®) und unter kritischer 
Priifung der von Briggs an dieser Methode angebrachten Veranderungen ®) 
ist kiirzlich von C.H. Fiske und Y.Subbarow’) ein Verfahren aus- 
gearbeitet worden unter Benutzung einer Aminonaphtholsulfosaure 
als Reduktionsmittel zur Bestimmung von anorganischem Phosphat 
in’ Blut und Urin, das sich leicht auf den Muskelextrakt wie 
auch auf den Hefemazerationssaft iibertragen lie und sich mit 
geringen Modifikationen fiir unsere Zwecke als vorziiglich brauchbar 
erwies, 

Nach dieser Methode geschieht die EnteiweiSung mit Trichlor- 
essigséure ; zum Filtrat wird Ammoniummolybdat in 5n Schwefelsiure 


') Diese Zeitschr. 99, 19, 1919; 187, 144, 1923. 

2) G. Embden, in Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod., Abt. I, 
Teil 3, 8. 913. 

3) Diese Zeitschr. 174, 43. 1926. 

4) Journ. of biol. Chem. 18, 215, 1914. 

5) Ebendaselbst 44, 55, 1920. 

*) Ebendaselbst 58, 13, 1922; 59, 255, 1924. 
*) Ebendaselbst 66, 375, 1925. 
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und dann eine kleine Menge gereinigter Aminonaphtholsulfosaure in 
einer Lésung von Natriumbisulfit +- Natriumsulfit hinzugefiigt. Es 
entsteht eine zunehmende Blaufirbung, die nach bestimmter Zeit 
mit einer gleich hergestellten Standardlésung im Kolorimeter ver- 
glichen wird. 

Wir geben im folgenden kurz die Punkte an, die wir hinsichtlich 
ihrer Zulassigkeit fiir die Untersuchung des Phosphats im Muskel- 
extrakt gepriift haben, und diejenigen, in denen wir auf Grund unserer 
Nachpriifung von den Vorschriften der Autoren abgewichen sind. Sie 
betreffen vor allem: Gleichwertigkeit von Trichloressigsiure und 
Sublimat-Salzsiure zur EnteiweiBung, speziell im Hinblick auf die 
Nichtaufspaltung von Phosphorsiureestern; EinfluB der Zeit und der 
Temperatur auf diese Spaltung. Fiir die kolorimetrische Messung 
wurde der EinfluB von Zusitzen, wie NaF, HCl, Trichloressigsiure 
usw. auf die erhaltene Farbtiefe untersucht; ebenso Wartezeit, Art 
und Dauer der Vorwirmung der Lésungen zur Erhaltung des 
maximalen Farbungsgrades, Proportionalitét zwischen Farbgrad und 
P-Konzentration, Grenzen der Empfindlichkeit der Methode. 


EnteiweiSung. 


Bei Gebrauch von 3 oder 4ccm 10proz. Trichloressigsiure auf 1 cem 
(eventuell verdiinnten) Muskelextrakt, 1 oder 2 ccm destillierten Wassers 
erhalt man bereits nach wenigen Minuten ein vdéllig klares, farbloses, eiweiB- 
freies Filtrat, in dem man in einem aliquoten Teil die kolorimetrische Be- 
stimmung sofort ausfiihren kann. Die EnteiweiBung nach Schenk, der 
Gebrauch des Schwefelwasserstoffs usw. sind danach entbehrlich. 

Der Phosphatgehalt ergibt sich sowohl bei Benutzung der kolorimetri- 
schen wie der gravimetrischen Methode von Embden nach EnteiweiBung 
durch Trichloressigsiure oder nach Schenk in der Mehrzahl der Fille 
innerhalb der Fehlergzenzer. vollstandig gleich. In einigen Bestimmungen 
sind die Schwankungen etwas gréBer, liegen aber nach beiden Seiten. Es 
wurde auf verschiedene Weise versucht, festzustellen, ob hierbei eine teil- 
weise Spaltung von ,,Lactacidogen“ eine Rolle spielen kann, doch zeigte 
sich, daB dies nicht der Fail ist. Weder nachtraglicher Zusatz von Trichlor- 
essigsiure zu dem Salzsaurefiltrat noch umgekehrt anderte etwas an dem 
P,O,-Gehalt. Ebenso ist es auch gleichgiiltig, ob man die Lésung mit den 
Fallungsmitteln filtriert oder unfiltriert einige Stunden bei niederer 
Temperatur stehenla@t. Auch wird Hexosediphosphorsdure erst in viel 
langeren Zeiten von Trichloressigsiure merklich angegriffen. Wenn eine 
Differenz in beiden Fillen auftritt, entsteht sie, wie die Untersuchung 
zeigte, bei der Fallung selbst, sei es, daB in diesem Moment eine geringe 
Spaltung von ,,Lactacidogen“ erfolgt, sei es, daB etwas Phosphat bei der 
EiweiSfallung mitgerissen wird. Die am besten iibereinstimmenden Re- 
sultate mit beiden Methoden werden erhalten, wenn der Muskelextrakt 
direkt in die bereits vorher verdiinnten Fillungsgemische eingegossen wird. 
Dies Verfahren wurde fiir die Routinemethode angewandt (Versuch 10). 

In der Tabelle I sind eine Reihe von Beispielen fiir den Vergleich der 
EnteiweiBung gegeben von Muskelextrakten unter verschiedenen Be- 
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dingungen mit und ohne Zusatz von anorganischem Phosphat. Die er- 
haltenen Mengen P,O, sind auf 1 cem Extrakt umgerechnet. Die gravi- 
metrische Bestimmung nach Embden wurde in etwa der fiinf- bis zehn- 
fachen Extraktmenge der kolorimetrischen angestellt. 


Tabelle I. 


Vergleich der EnteiweiBung nach Schenk und mit Trichloressigséure. 





P,O P.O; | Mehr 

nach | mit Tri+| mit Tri- 
Art des , Bestimmungs- | Schenk | chlors | chlors 
Muskelextrakts Vorbehandlung methode ents eSsige | eSSig¢ 
eiweift | saure saure 


mg mg Proz. 


Datum 


KCl Phosphatzusatz kolorimetr. | 2,43 2,455 
(Froschextrakt) 

Dasselbe Phosphatzusatz 0.971 0,999 

3h + Starke 4 
+n/5 NaF 
" oxen gravimetr. '055 0,55 

. + Na F-Zusatz 2 —- 0,555 

a _ kolorimetr. | 0,513 | 0,523 

” Na F-Zusatz - — 0,529 

Dest. Wasser — 2 0,776 0,835 
(Froschextrakt) 

Dasselbe 370 1,05 1,054 
Dest. Wasser 1,142 1,092 
(Kaninchen- 

extrakt) 

Dest. Wasser 0,665 0,682 
(Froschextrakt) 

KCl 0.724 | 0.760 
(Froschextrakt) 

e ‘ 

Dest. Wasser kolorimetr. 0,789 | 0,737 
(Froschextrakt) 

Dasselbe 2h bei 37° 1,225 | 1,192 

2h bei Zimmer: 0.985 0,961 

temperatur 

Dest. Wasser -— 0,660 0,634 
(Froschextrakt) 

Dasselbe 2b bei 37° 1,016 | 0,975 


2h bei Zimmer- 0.972 0.950 
temperatur 


= 


Durchschnitt : 0.0 


In dem folgenden Versuch 10 sind die Abweichungen angegeben, 
die bei verschiedener Art des Zusatzes der Sauren fiir die EnteiweiBung 
erhalten werden. Es ist danach am vorteilhaftesten, 1 ccm Extrakt mit 
2 cem Wasser + 3 oder 4ccm 10proz. Trichloressigséure zu versetzen oder 
den Extrakt in die bereits verdiinnte Trichloressigsaéure einzugieBen. Ebenso 
wurde der Extrakt auch stets in das fertige Schenkgemisch eingegossen. 


Versuch 10. 9. Juli. Froschmuskelextrakt. Je 1 cem Extrakt. Die 
Zusitze erfolgten in der Reihenfolge der Angabe. 
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Abweichun 
P20; vom Mitte 


mg Proz. 


- 10 dest. Wasser + 3,0 Trichloressigsiure .. . 0,718 +15 
sS . m +20 . itl oe 0,702 — 0,8 


20 = + 40 0,702 —08 
+ (4 Trichloressigs. + 2 dest. W: asser gemischt) . , 0,702 — 0,8 
+ 20HCl+ 2 HgCl, + 5 dest.Wasser ..... 0,697 —14 
+ (2 HCl+ 2 Hg Cl, +3 " gemischt) 0,708 +02 
+ 5,0 dest. Wasser + *3 HCi +3 He Cl, wate <a 0.720 +18 
+ 3,0 HCl + 5,0 dest. Wasser+3HgCl, .... 0,712 + 0,6 


Ausfiihrung der kolorimetrischen Bestimmung. 


Als Aminonaphtholsulfosiure benutzten wir die 1-, 2-, 4-Verbindung, 
die als photographischer Entwickler ,,Eikonogen* im Handel ist, und reinigten 
sie nach den Angaben der amerikanischen Autoren durch Lésen in Bisulfit 
und Sulfit, Ausfallen mit Salzsiure und Waschen. Das Reagens der ge- 
reinigten Saéure ist in Bisulfit einige Wochen haltbar. Als Moiybdatlésung 
empfehlen die Autoren mehrere Vorratslésungen mit verschiedenem Schwefel- 
siuregehalt, die Verwendung finden sollen je nach dem Sauregehalt der 
Versuchslésung. Andererseits aber geben sie zur Kontrollphosphatlésung 
ebenfalls Schwefelsiure hinzu, um die Séurekonzentration fiir die Ver- 
gleichslésungen auszugleichen. Diese Vorschrift geht auf die Beobachtung 
zuriick, daB die Geschwindigkeit der Farbvertiefung ebenso wie der End- 
zustand durch die Aciditaét beeinfluBt werden; obendrein werden sie aber 
auch durch die Natur der Saéure beeinfluBt. Es wird daher empfohlen, 
stets mit derselben sauren Standardlésung zu beobachten und bei lang- 
samerem Auftreten der Farbe in der Versuchslésung mehrere Ablesungen 
nacheinander zu machen, bis das Verhaltnis der Farbintensitaten sich nicht 
mehr andert. DaB die Farbe sich absolut noch weiter vertieft, wird hierbei 
unberiicksichtigt gelassen. Dies Verfahren erschien uns einmal zu um- 
standlich, gleichzeitig aber auch nicht exakt genug. Denn abgesehen davon, 
daB es bei einer Serie von acht bis zehn Bestimmungen unmédglich ist, alle 
gleichzeitig herzustellen, zu untersuchen und dann noch im Abstand von 
wenigen Minuten jede einzeln wiederholt zu priifen, zeigte sich, daB auch 
die endgiiltige Farbtiefe je nach dem Séureanion etwas verschieden ist. 
Wir haben daher von der Beobachtung Gebrauch gemacht, da8 man in 
allen Proben einen fiir etwa 1 Stunde nahezu konstant bleibenden Farbton 
erzielt, wenn man simtliche Versuchs- und Kontrollésungen gleichzeitig 
fiir 5 oder 7 Minuten auf 37° erwarmt und sie dann ebenfalls gleichzeitig 
in Leitungswasser abkiihlt. Die Zeit der Herstellung der Lésung und der 
Ablesung spielt dann keine Rolle, nur mu8 die Zeit des Erwirmens genau 
gleich sein. Ferner aber mu8 die Menge und Natur der Saéure in der Kontroll- 
und der Versuchslésung dieselbe sein. Wir haben daher stets sdurefreie 
Standardlésung benutzt, die 0,2 mg P,C, in leem oder besser in 2 cem 
enthalt, aber dann stets zu der Kontrolle ebensoviel Trichloressigséiure 
bzw. Salzséure hinzugegeben, wie in dem Filtrat der Versuchslésung ent - 
halten ist. Es ist dann stets nur eine Ablesung erforderlich. Auch die die 
Farbung verzégernden Salze wie Oxalat, Fluorid, sind unter diesen Um 
standen in den in Betracht kommenden Konzentrationen (unter n/200) fiir 
die Kolorimetrie ohne EinfluB, und Hexosephosphorséure wird innerha!l! 
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dieser Zeit bei 37° noch nicht erkennbar gespalten. Bei héheren Konzen- 
trationen von Fluorid oder Oxalat, wie sie indes fiir uns nicht in Betracht 
kamen, mu8 auch zur Kontrolle der gleiche Zusatz gemacht werden. Die 
hier beriicksichtigte Zeit von 1 bis 1% Stunden reicht fiir die kolorimetrische 
Bestimmung von zehn Proben vollstandig aus. 

Als Kolorimeter verwenden wir ein solches nach Dubosq, mit Lummer- 
Brodhunschem Prismenpaar von Kriiss, Hamburg. Um mit 25 cem Lésung 
eine geniigend hohe Schichtdicke (bis 55 mm) zu erhalten, benutzten wir 
engere Trége, in die die Tauchzylinder gerade hineinpaBten. Durch genaue 
Fixation der Belichtung (Tageslichtlampe) im Dunkelkasten zusammen 
mit dem Kolorimeter, lichtdichten Augenaufsatz und Abdichtung der Trége 
gegen Seitenlicht lieB sich dieses Kolorimeter, das nicht frei von technischen 
und optischen Mangeln verschiedener Art ist, in seiner Empfindlichkeit so 
weit verbessern, daB mittlere Farbintensitaéten bei 30 bis 40 mm Schicht- 
héhe mit einer Genauigkeit von + 0,2 mm abgelesen werden konnten. Zur 
Erleichterung der Ablesung brachten wir an dem Trieb der Tauchzylinder 
schrag gestelite Spiegel an, die die Ablesung ohne Wendung des Kopfes 


von oben ermédglichten. 

Die Giiltigkeit des Beerschen Gesetzes fiir P,O,-Mengen im Ver- 
haltnis 1 : 4 in dem Kolorimeter ergibt sich aus der folgenden Ubersicht. 

Linke Seite (Spalte 1) 0,4mg P,O; in 25 ccm. 

Rechte Seite (Spalte 2) Vergleichslésung von 0,3, 0,2, 0,1 mg. 
Jede Zahl stellt das Mittel von fiinf Ablesungen dar. 





he Vergleichslésung yoo Ae, Berechnet Abweichung 
in mm Schicht mg P,O,; mm mm Schicht Proz. 
30,0 0,3 40,24 40,0 + 0.6 
15,0 0.3 19,72 20,0 —1,4 
20,0 0,2 40,12 40,0 +03 
25.0 0,2 50,02 50,0 + 0.0 
10,0 0.2 20 36 20.0 +16 
12.0 0,1 7,02 48,0 — 20 
8.0 0.1 31.86 32.0 0.4 
5,0 0,1 19,84 20,0 —08 

Durchschnitt — 0,25 


Auf Grund dieser Versuche ergab sich die Routine-Methode nach 
folgendem Verfahren: 

1. Benutzte Lésungen (auf P-Freiheit gepriift): 7 Proz. Trichlor- 
essigsaure. 

Molybdatlésung: 2,5 Proz. Ammoniummolybdat in 5n H,SO,. 

Gereinigte Amincnaphtholsulfosiure (Eikoncgen): 0,5 g in 195 cem 
l5proz. NaHSO, + 5cem 20proz. Na, SOs. 

Standardphosphatliésung K H, PO, (zu Enzymstudien nach Sérensen), 
enthaltend 0,2 mg P,O; in 1 oder 2 ccm. 
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2. Der (meist verdiinnte) Muskelextrakt (zumeist 1 ccm), zwischen 
0,1 und 1 mg P,O, enthaltend, wird in 4 bis 6cem 7proz. Trichlor- 
essigsaure eingegossen, nach 5 Minuten filtriert und ein aliquoter Teil 
entnommen, der méglichst weniger als 0,5mg P,O,; enthalten soll, 
im 25ccm-MeBSkolben mit 5ccm Molybdatlésung und 1 ccm Amino- 
naphtholsulfosiure versetzt und auf 25ccm aufgefiillt. Gleichzeitig 
werden ein oder zwei Kontrollésungen aus dem Standardphosphat 
hergestellt unter Zugabe des Gehalts der Versuchslésung an Trichlor- 
essigsiure. Alle Kolben kommen 5 Minuten in ein Wasserbad von 37° 
und dann in ein Wasserbad bei Zimmertemperatur und werden darauf 
kolorimetrisch mit der Kentrolle verglichen. Die Temperatur der 
Farbliésungen darf fiir den kolorimetrischen Vergleich nur um | bis 
2° differieren. Die zur Ablesung geeignetste Farbtiefe ist die aus 0,2 
bis 0,4 mg P,O, in 25ccm Filiissigkeit bei 30mm Schichtdicke. Falls 
gleichzeitig Milchsiurebestimmungen in dem Extrakt gemacht werden 
sollen, wofiir die EnteiweiBung mit Trichloressigsawre sich nicht eignet, 
wird entweder die EnteiweiBung nach Schenk benutzt und die Kontroll- 
lésung dann mit HCl in entsprechender Menge versetzt, oder die Ent- 
eiweiBung fir die Milchsiurebestimmung geschieht in einer bescnderen 
Probe nach Folin-Wu mit Natriumwolframat und Salzsiure. Diese 
letztere meist benutzte Anordnung macht den Schwefelwasrerstoff 
auch hier entbehrlich. 


Das kolorimetrische Verfahren laft sich ebenscgut auf die Be- 
stimmung Ces anorganiscken Phorphats im Muskelbrei und im intakten 
Muskel anwencen. Im letzteren Falle zerdriicken wir die Muske!n in 
eiskalter, 5proz. Trichloressigsiure und tenutzen einen aliqucten Teil 
des Filtrats’). 

Ferner eignet sich das Verfahren ebenso fiir den Hefemazerations- 
saft, doch muB dieser bei der EnteiweiBung stirker verdiinnt werden, 
zumal sein Phosphatgehalt fiir die Bestimmung sonst zu hoch ist (etwa 
6 bis 8 mg P,Q, in 1 ccm unverdiinntem Saft). Weniger geeignet erwies 
sich die Methcde fiir Acetonhefe, da das Filtrat der Trichloressigsaure 
hier leicht getriibt ist und bei lingerem Stehen der Fillung eine all- 
mahliche Abspaltung ven Phosphat aus der Acetonhefe stattzufinden 
scheint. 

Zum SchluB8 sei noch ein Vergleich von P,O,-Bestimmungen im 
Muskelextrakt nach der kolorimetrischen Methcde und cer gravi- 


1) In einer soeben erschienenen Arbeit von Best, Hcet und Marks, 
Proc. Roy. Soc., Serie B, 100, 32, 1926, haben die Autoren zur Phosphat- 
bestimmung in Séugetiermuskulatur dieselbe ebenfalls mit Trichloressig- 
siure zerrieben und hieran die Embdensche gravimetrische Methode an 
geschlossen. 
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metrischen Bestimmung nach Embden gegeben, wobei aber die ersten 
Versuche vor dem 19. April (Nr. 1 bis 3) nicht unter den hier ermittelten 
genaueren Bedingungen angestellt sind und die Lésungen vermutlich 
nicht die endgiiltige Farbtiefe erreicht hatten. Dagegen stimmt in den 
spiiteren Versuchen der Phosphatgehalt nach beiden Methoden inner- 
halb der Ablesegenauigkeit iiberein. Mdéglicherweise besteht auch 
hier noch eine geringe Tendenz im Sinne der Verkleinerung der 
Werte bei der kolorimetrischen Bestimmung; doch diirfte dies nicht 
auf Rechnung dieser Methode kommen. Auch ist der Effekt, selbst 
wenn er objektiv vorliegen sollte, auBerordentlich gering. 


Tabelle 11. 
Vergleich der kolorimetrischen und gravimetrischen Phosphorsaure- 
bestimmung im Muskelextrakt. 





Datum Vorbehandlung des Extrakts POs a ae 


metrisch 


Pro 1 com 
Saft gravi- 
Pro 1 com 


metrisch 
~ Saft kolori- 


3 
me 
wo 
~ 
i" 
5 
n 
~ 
© 


mg 


. IV. -- — Schenk 0.570 0,540 
5. 1V. nj5 Na F-Zusatz 8 2.537 | 2,43 
. IV. 4h mit Na F-Zusatz 2 1,04 0,97 
bei 20° 
. TV. -— 0.654 0,608 
. IV. n/9 Natriumoxalat 1595 1,595 
.1V.. 4h mit Natriumoxolat k 0,965 0,960 
bei 20° 
. IV. — ; i 0.636 0,618 
i. TV. 20’ bei 37° — id 0.774 0,760 
. TV. 2h bei 37° e 0,809 0,793 
.IV. 20’ mit n/80 NaF bei 37° — a. 0,720 0,705 
. IV. -— - Trichlor- 0,549 | 0,523 
essigs. 

. IV. t njlO NaF Dasselbe 0,535 | 0,529 
. IV. Kaninchenmuskulatur *) Schenk 2,79 2,69 
2. VI. Kaninchenextrakt 2 1310 1,323 

— = 0.722 0,713 


Durchschnitt (4 bis 9) : 


*) Pro 0,2 g Trockensubstanz 


Zusammenfassend |aBt sich sagen, daB die kolorimetrische Methode 
von Fiske und Subbarow mit geringen Modifikationen zur Untersuchung 
der Phosphatveresterung im Muskelextrakt fiir P,O;-Mengen von 
0,05 bis 0,5 mg pro Bestimmung vorziiglich brauchbar ist. 





Uber die Dissoziationskonstanten der Hexosediphosphorsiure 
und Glycerinphosphorsiure *) *). 


Von 
Otto Meyerhof und J. Suranyi. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 20. September 1926.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 
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b) Reinigung der Saure. 
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Di«soziationskonstanten 


. Verschiebung des py im Muskelextrakt bei Veresterung und Ab- 
spaltung des anorganischen Phosphats. eat a ie 
a) Veresterung in Gegenwart von Natriumfluorid ea Natrium- 
oxalat rs ; ; . 
b) Spaltung der gelfcrmierten Phsuphessiuscester 


Die Dissoziationskonstanten der Glycerinphosphorséure 
SchluB 


I, Einleitung. 

Die Kenntnis der Dissoziationskonstanten der natiirlich vor- 
kommenden Phosphorsiureester hat ein Interesse, das tiber die bloBe 
Vermehrung des Tabellenmaterials von Dissoziationskonstanten organi- 
scher Verbindungen hinausgeht. Insbesondere die Hexosediphosphor- 
siure spielt beim Kohlehydratabbau in der Hefe und im Muskel eine 


') Vorlaufige Mitteilung, Naturwiss. 14, 757, 1926. 
2) Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der 
Deutschen Wissenschaft ausgefiihrt. 
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entscheidende Rolle, und wenngleich die isolierbare Hexosediphosphor- 
siure nach der hier vertretenen Anschauung nicht selbst das Inter- 
mediarprodukt des Zerfalls darstellt, sondern die Stabilisierungsform 
desselben, so kann man annehmen, da der Saéurecharakter des labilen 
und stabilen Esters nicht sehr verschieden voneinander sein werden. 
Die Frage, ob durch den Zerfall des Hexosediphosphats im Muskel in 
Phosphat und Hexose (statt in Phosphat und Milchsiure) das Innere 
des Muskels tiberhaupt saurer werden kénnte, hatte zu einer Kontro- 
verse zwischen G. Embden einerseits und O. Meyerhof und K. Lohmann") 
andererseits gefiihit, da der erstere Autor gezeigt zu haben glaubte, 
daB8 im Kontrakticnsmoment ein bloBer Zerfali von Hexosediphosphat 
in Hexose und Phosphat stattfinde und die Ansicht vertrat, daB hier- 
durch, zuma] bei der Starke der Phosphorsaéure, eine gréLere Zunahme 
der cy eintreten wiirde, als sie durch die spatere Abspaltung von 
Milchsaéure herbeigefiihrt werden kénnte?). 

SchlieBlich aber war die genaue Kenntnis der Dissoziaticns- 
konstanten erforderlich, um die manometrische Methode O. Warburgs 
zur Messung der Glykolyse in pufferhaltigen Fliissigkeiten auf die 
Milchséiurebildung im Muskelextrakt anwenden zu kénnen. Wenn 
auBer der Bildung von Milchsaure noch ein weiterer ProzeB stattfindet, 
wie Synthese oder Spaltung von Hexosediphosphorsaure, so darf er bei 
der Messung nur dann vernachlassigt werden, wenn sich die Wasser- 
stoffzahl nicht verschiebt, weil sonst Kohlensiure aus dem Gasraum 
in die Fliissigkeit oder umgekehrt tibertritt. Ja, gerade die Unstimmig- 
keiten zwischen der cherhischen und manometrischen Bestimmung der 
Milchséiure im Muskelextrakt machten darauf aufmerksam, da durch 
die Veresterung eine Verschiebung des pg nach der sauren Seite eintrat, 
eine Verschiebung, die berechnet werden konnte und mit der spiiter 
aus den Dissoziationskonstanten theoretisch zu folgernden Verschiebung 
gut iibereinstimmte. Die Beobachtungen iiber die Vorginge im Muskel- 
extrakt sind in Abschnitt II] angegeben. 

Die Dissoziationskcnstanten der Glycerinphosphorsiure wurden 
hauptsichlich bestimmt, um festzustellen, ob das Ergebnis in dem 
Sinne verallgemeinert werden diirfte, daB die Veresterung mehrwertiger 
Alkchole allgemein eine bestimmte Vergréferung der beiden ersten 
Dissoziationsstufen der Phosphorsaure herbeifiihrt. 

In der erwahnten friiheren Arbeit von O. Meyerhof und K. Lohmann 
war festgestelit, daB die Abspaltung des anorganischen Phosphats aus 
hexosediphosphorsaurem Natrium mittels Erhitzung im zugeschmolzenen 


') Diese Zeitschr. 168, 161, 1926. 
2) Siehe unter anderen G. Embden, Springers Handb. d. Physiol. 8, 407, 


1925. 
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Rohre die cy der Lésung nicht wesentlich vergréLerte. Immerhin war 
doch eine Verschiebung nach der sauren Seite eingetreten. Diese 
Methode ist jedoch unzulinglich. Erhitzt man nimlich unter gleichen 
Umstinden Fructose und Phosphat im zugeschmolzenen Rohre, so 
verschiebt sich das py von 7 bis etwa 5. In Gegenwart ven Phosphat 
entstehen bei der Erhitzung der Zucker auch in Abwesenheit von 
Sauerstoff saure Produkte, die das Resultat vollstandig verfilschen. 
Das Ergebnis dieser Versuche ist daher als fehler haft zuriickzunehmen '). 


II. Die Dissoziationskonstanten der Hexosediphosphorsiure. 
a) Theoretische Bemerkungen®*). 
Fiir die Dissoziaticnskenstanten K, 
wart ihrer Salze gilt die Gleichung von L.J. Henderson (Bezeichnungen 
nach van Slyke): 


schwacher Sauren in Gegen- 


(H"} y [Ba] 
[H,) 


wo H, die Konzentraticn der undissoziierten freien Siure, B, die 
Totalkonzentraticn ihres Salzes, y den Dissoziationsgrad des Salzes 
oder allgemeiner den reziproken Wert des Aktivititskceffizienten 
der anwesenden Icnen bedeuten. Mit Hasselbalch bezeichnen wir 


K,, (1) 


*? a . . . . . ° 
kK, = als scheinbare Dissoziationskenstante, die nicht nur von der 
y 


/ 
Aktivitaét der eigenen lonen der Siaure, soncern aller etwa anwesender 
g ¢ 
fremcer Salze abhangt. In logarithmischer Form ergibt sich die 
Gleichung von Henderson-Hasselbalch: 


[Bo], 
(H,) 
Im Falle B, = H,, also bei gleicher Kenzentration ven Salz und freier 
Saure, ist pK, = pu. Zur Orientierung iiber die GréLe der Dissoziations- 
konstanten bedarf es daher nur einer pyg-Messung mit gleicher Kon- 


— pK, = — put + log 


zentraticn von Siure und Salz. Das gemessene py ist dann gleich der 
scheinbaren Dissoziaticnskcnstante. Die gleiche Betrachtung gilt 
auch fiir mehrbasische Sauren, deren Dissoziaticnskcnstanten weit 


1) Der von Embden a. a. O. mitgeteilte Befund seines Schiilers J. Weber, 
wonach bei Titration gereinigter Hexosediphosphorsiure in Natronlauge 
das 7, bis 7,0 steigt, wenn bei gleichem Verbrauch von Natronlauge sich das 
fy emer Aquivalenten Phosphorsdurelésung bis 6,2 verschiebt, ist uns nicht 
verstandlich. 

2) Vgl. hierzu Michaelis, Wasserstoffionenkonzentration, 2. Aufl., 
1, 37ff., 1922 (Verlag J. Springer); Michaelis und Garmendia, diese Zeitschr. 
67, 431, 1914; W.M. Clark, Determination of hydrogen ions, 2. Aufl., 
Baltimore 1923; insbesondere van Slyke, Journ. of biol. Chem. 52, 525, 1922. 
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auseinander liegen. Fiir die zweite Dissoziationskonstante der Phosphor- 
siure gilt demnach 

\f » 
_ Na, H P04) 


° 9 
°F [Na H,PO,) (28) 


— pK, = — pat +1 

Genauer ist es, statt nur einen Punkt zu bestimmen, die ganze 
Pufferkurve der Saéure durch elektrometrische Titration aufzunehmen. 
Bezeichnen wir mit C die totale molekulare Konzentration der Puffer- 
siure, mit B die zugefiigten Gramm-Aquivalente der starken Base, so 
ist H, = C — B, und die Henderson-Gleichung |autet: 
[H*]y.B . 

C—B 

Fir schwache Sauren, und daher auch fiir die zweite Dissoziations- 
konstante der Phosphorsiure, ist diese Gleichung ohne weiteres brauch- 
bar. Wir haben sie in der Hasselbalchschen Form 

: B 
pKa = pa — log G =a (4) 
zur Berechnung der zweiten Dissoziationskonstanten der anorganischen 
und veresterten Phosphorsiéuren benutzt und mit den entsprechenden 
Phosphorsiurewerten anderer Autoren verglichen. 

Fiir starke Sauren, daher fiir die erste Dissoziationskonstante der 
Phosphorséuren, darf die Konzentration der undissoziierten Saure 
nicht gleich der Gesamikonzentration der Séure minus zugesetzter 
starker Base gesetzt werden, da der dissoziierte Teil der Saure noch 
abzuziehen ist, = H*. Ebenso ist die Konzentration der Saureanionen 
nicht gleich der zugefiigten Base, sondern um die aus der starken Siure 
dissoziierten Anionen zu vermehren, ebenfalls = H”. Die ver- 
volistiindigte Forme! lautet daher: 

[H*].[B + H*} 5) 
C—(B+H‘*] « 
(van Slyke: Formel 31). 


K, (3) 


K, 


Hiernach wurden die ersten Dissoziationskonstanten berechnet. 
Theoretisch stellt die Hexosediphosphorsiure eine vierbasische 
Saure dar, so daB man vier Konstanten zu unterscheiden hitte. (Von 
der sehr kleinen Sauredissoziationskonstante des Zuckerrestes sehen 
wir ab.) Doch ergibt der Verlauf der Pufferkurve der Hexosediphosphor- 
siure, daB die betreffenden Dissoziationskonstanten la und Ib fiir 
die Phosphorsiurereste a und 6 und ebenso 2a und 2b so dicht bei- 
einander liegen, daB sie auch nicht mit der Berechnungsmethode von 
van Slyke und Hastings) gesondert werden kénnen. Wir bezeichnen 


!) Journ. of biol. Chem. 58, 269, 1922. 























Dissoziationskonstanten der Hexosediphosphorséiure usw. 431 


daher das der ersten Dissoziationskonstante der anorganischen 


Phosphorsiure entsprechende Mittel aus la und 1b als erste, und 
ebenso das Mittel von 2a und 2b als die zweite Dissoziationskonstante 
der Hexosediphosphorsiure. 


b) Reinigung der Hexosediphosphorsdure. 

Als Ausgangsmaterial verwandten wir eine gréBere Menge leicht 
léslichen hexosediphosphorsauren Magnesiums, das wir Bayers Farbwerken, 
Elberfeld, verdanken'). Um Fehler durch Verunreinigung auszuschlieBen, 
stellten wir die Saéure sowohl durch Reinigung des Bleisalzes*), als auch 
iiber das Bariumsalz*) her. Portionen von etwa 5 g Magnesiumsalz wurden 
in 300 cem doppelt destillierten Wassers gelést, mit 100 ccm 10proz. Blei- 
acetat gefallt, der Niederschlag griindlich auf der Zentrifuge gewaschen, 
in 600 ccm Wasser suspendiert, mit H,S entbleit, das Filtrat 24 Stunden 
im Vakuum durchliiftet, zur Entfernung des anorganischen Phosphats 
mit Magnesiumacetat + Ammoniumacetat und Ammoniak versetzt und 
iiber Nacht im Eisschrank stehengelassen, dann nach Anséuern mit Essig- 
siure mit analysenreiner, 10proz. Bleiacetatlésung wiederholt gefallt, der 
Niederschlag stets sehr haufig auf der Zentrifuge gewaschen, in etwa 80 ccm 
Wasser suspendiert, wieder entbleit, das Filtrat mindestens 48 Stunden 
kraftig durchliiftet. In einer Probe wurde der Gehalt an anorganischem 
Phosphat und Gesamtphosphat (Veraschung nach Neumann) bestimmt. 
Die Lésung, die im Eisschrank aufbewahrt wird, ist nur einige Tage brauch- 
bar; es kommt allmahlich zu weiterer Abspaltung anorganischer Phosphor- 
siure und Karamelisierung. 

Das Bariumsalz gewannen wir aus dem Pb-Salz — nach Entfernung 
der anorganischen Phosphorséure mittels Magnesiumammoniumacetats — 
durch Zusatz von Bariumhydroxyd. Der Niederschlag wurde metrmals 
mit Wasser, dann mit 96proz. Alkohol ausgewaschen, im Vakuumexsikkator 
getrocknet, pulverisiert und in einer Probe der Ba-Gehalt bestimmt. Die 
Hauptmenge wurde mit genau berechneter Schwefelsiiure versetzt (in 
n/2 Konzentration) und 6 Stunden auf der Schiittelmaschine geschiittelt. 
Die Lésung der Hexosediphosphorséure nach Abzentrifugieren des Nieder- 
schlags erwies sich frei von Schwefelséure und Ba. Der Gehalt an anorgani- 
schem Phosphat betrug in diesem wie im vorigen Falle etwa 1,5 Proz. 
des Gesamtgehalts und stieg im Verlauf von 5 bis 6 Tagen auf etwas iiber 
2Proz. Zur Berechnung der Konzentration der Saéure wurde stets das 
Gesamtphosphat zugrunde gelegt. Wir sahen davon ab, die pK’‘’-Werte 
fiir das vorhandene anorganische Phosphat zu korrigieren. Denn ergibt 
sich z. B. die Differenz pK (H,PO,) — pK, (Hexph.) zu 0,50, und sind 
in der Hexosephosphorséure 1,5 Proz. anorganische Phosphorséure ent 
halten, so andert sich die Differenz der pK’-Werte noch nicht um 0,01, 
was innerhalb der Fehlergrenzen der Messungen liegt. 

Die zum Vergleich dienende Orthophosphorséure wurde aus glasiger 
Metaphosphorsiure (Kahlbawm) durch zehnstiindiges Kochen in destilliertem 
Wasser hergestellt. 

1) Der Firma méchten wir auch hier fiir die Herstellung des Priparats 
unseren besten Dank sagen. 

2) Siehe hierzu W. J. Young, Proc. Roy. Soc. 81, 528, 1909. 

3) Vgl. hierzu auch C. Neuberg und S. Sabetay, diese Zeitschr. 161, 
240, 1925. 
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c) Elektrometrische Titration. 

Die elektrometrischen Messungen geschahen gegen _ ,,gesittigte’ 
Kalomelelektrode, die mit Standardacetat nach Michaelis eingestellt war. 
Zur Titration benutzten wir ein zylinderférmiges GefiB, in dem seitlich 
zwei gerade Glasrohre zur Zu- und Ableitung von Wasserstoff und ein um- 
gekehrt U-férmig gebogenes zur Fiillung mit Agar eingeschmolzen\waren. 
Das GefaiB wurde mit einem dreifach durchbohrten Gummipfropfen ver- 
schlossen. Durch die eine Bohrung fiihrte der Pt-Draht, durch die zweite 
ein Thermometer, durch die dritte ein Kapillarrohr, das durch ein dick- 
wandiges Schlauchstiick an die Biirette geschlossen war, so daB das ge- 
schlossene GefaB bei fixierter Biirette und zustrémendem Wasserstoff leicht 
geschiittelt werden konnte. Die eingestellte Natronlauge floB aus einer 
langen, 25 ccm fassenden Biirette zu, die in 0,02 ccm geteilt war. Die 
Fliissigkeitsmenge im TitrationsgefaB betrug anfangs 10 ccm, stieg bei 
der Titration der ersten Dissoziationskonstante auf etwa 20 ccm und bei 
der Titration der zweiten von hier auf etwa 30 ccm. Die CO,-freie Natron- 
lauge, die aus gesattigter Lésung nach der Vorschrift von Sdérensen her- 
gestellt wurde, war fiir den gréBeren Teil der Titrationen 0,1098 n, fiir 
einen anderen Teil 0,10065n. Auch die Hexosediphosphorséure war un- 
gefahr m/10. Neben der Titration wurde eine gréBere Zahl Messungen 
bei dem konstanten Verhaltnis Bz, = Hg gemacht, teils mit der Birnen- 
elektrode von Michaelis, teils mit der Chinhydronelektrode. Die Ergebnisse 
stimmten vollstandig iiberein. 

Zu einem Teil der Messungen benutzten wir als Briicke nach Michaelis 
Rheostatenkasten mit Vorschaltwiderstand. Die Rheostaten von je 
1111 Ohm, geteilt bis 0,1 Ohm, wobei 1000 Ohm 1 Volt waren, lieBen 
eine Genauigkeit bis 0,1 Millivolt zu. Spater benutzten wir ein Potentio- 
meter der Cambridge Instrument Co. (Liste 908, Outfit A), 1 Teilstrich 
= 0,2 Millivolt. Auch mit diesem Instrument konnte leicht auf 0,1 Millivolt 
gemessen werden. Zum Vergleich diente ein gepriiftes Weston-Normal- 
element. Abgelesen wurde mit einem kleinen Siemens-Halske-Drehspul- 
galvanometer mit senkrechter Ablesevorrichtung, das durch einen gréBeren 
vorgeschalteten Widerstand geschiitzt war, der bei der Messung aus- 
geschaltet wurde. Alle Messungen fanden in der Nahe von 20° statt. 


d) Ergebnisse. 


Die Titrationskurve der Phosphorsiure und der beiden Praparate 
von Hexosediphosphorsaure ist in Abb. 1 dargestellt. Die MeBipunkte 
der iiber das Bleisalz gereinigten Saure sind mit +, der tiber das Ba- 
Salz gereinigten Siure mit © bezeichnet, wobei alle Messungen aus 
mehreren verschiedenen Titrationen auf einer Kurve vereinigt sind. 
Saimtliche Punkte der iiber Ba gereinigten Saure sind etwa um 0,06 py 
saurer als die der anderen. Die Anfangskonzentration der Saure betrug 
fiir pk’ stets etwa m/10, stieg infolge des NaOQH-Zusatzes bis m/20, 
entsprechend der Anfangekonzentration zur Bestimmung von pk, 
betrug schlieBlich bei kompletter Neutralisierung m/30. Da die K’-Wi erte 
selbst von der Verdiinnung abhangig sind, wird die Kurve gegeniiber 
solcher konstanter Konzentration etwas verzerrt. Das gleiche gilt 
aber ebenso fiir die freie wie die veresterte Phosphorsiure. In gleicher 








rreymn w/w fi’ 
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Weise berechnet van Slyke aus der Titrationskurve von Clark die 
pK'-Werte der Phosphorsiure fiir eine Anfangskonzentration von 
m/10 fiir die erste Konstante und m/20 fiir die zweite, so da seine 
Zahlen mit den unserigen direkt vergleichbar sind. 

Nur ein kleiner Teil der Messungen ist in die Tabellen aufgenommen ; 
die iibrigen gemessenen Punkte sind nur auf den Kurven angegeben. 
In diesen sind die Konzentrationen von Saéure und Base auf m/10 
umgerechnet. 


Die 


bezeichnet 
com n 10 Natronlauge (bezogen auf m/10 Phosphorsiure 


bezeichnet) und der Hexosediphosphorsaure 


, der iiber das Bariumsalz mit 


Elektrotitrationskurve der Orthophosphorsadure (Punkte mit 


Die Punkte der iiber das Bleisalz dargestellten Saure sind mit 


ausgezogene Kurve entspricht den Mittelwerten 


Abb. 1. 
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Tabelle I. 
Dissoziationskonstanten der Orthophosphorsaure‘). 

A. 1. Stufe. Anfangskonzentration 0,1072. Bezeichnungen vgl. S. 430. 
Lauge = 0,1098n. Lésungen am Anfang 10 ccm. 
Hinzugegebene a 
Lauge ‘ B Pu H+ ok, 

ccm 
2,00 8,260 . 10-2 1,829 . 10-* 1,82 1,44 .10-? 2,01 
2,50 7,930 2,135 1,88 1,31 1,99 
3,00 7,625 2,531 1,95 1,12 1,98 
3,50 7,327 2,844 2,05 8,91 . 10-8 2,03 
4,00 7,080 3,136 2,12 7,58 2,03 
5,00 6,608 3,894 2,27 5,37 1,93 
2,50 6,395 4,166 2,35 4,47 1,94 
6,00 6,195 4,324 2,50 3,16 2,92 
Mittel : 1,99 
B. 2. Stufe. Dissoziationskonstanten der Orthophosphorsaure. 


431, 


Anfangskonzentration 0,0536 mol. 





Hinzugegebene 
Lauge *) 
com 
10,00 
10,50 
11,00 
11,50 
12,00 
12,50 
13,00 
13,50 
14,00 
14,50 
15,00 
15,50 
16,00 


B Pu pk, 
0.0105 6,18 6,80 
0,0138 6,30 6,83 
0,0172 6,44 6,79 
0,0204 6,53 6,84 
0.0236 6,66 6,82 
0,0268 6,80 6,80 
0.0306 6,89 6,77 
0,0334 6,97 6,82 
0,0366 7,08 6,77 
0,0398 7,24 6,81 
0,0432 7,36 6,82 
0,0467 7,59 6,77 
0,0502 7,99 6,83 

Mittel : 6,81 


*) Vom Beginn der Titration an gerechnet. 


!) Siehe hierzu auch 


1914. 


Michaelis und Garmendia, diese Zeitschr. 


67, 
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Tabelle II. 
Dissoziationskonstanten der Hexosediphosphorséure (Pb-Praparat ). 
A. 1. Stufe. Anfangskonzentration 0,099 12 mol. 
Hinzugegebene 
0,10976n Lauge C B Pu H+ p kK, 
com 
2.00 0,082 6 0.0183 1,66 2.51 . 10? 1.56 
2.50 0,079 3 0,021 3 1,66 2.19 1.57 
3,00 0,076 2 0.025 3 1.69 2 04 151 
3,50 0,073 3 0,028 4 1,73 1,86 148 
4,00 0,070 8 0,031 4 1,79 1,62 148 
5,00 0,066 0 0,036 5 1,92 1,20 L151 
5,50 0,063 9 0,038 9 2.00 1,00 1.49 
6,00 0,061 9 0,041 2 2.10 0,79 1.52 
6.50 0,060 0 0,043 2 2,20 0.63 1,56 
7.00 0.058 3 0,045 2 2.32 0.478 1.54 
Mittel : 1.52 


B. 2. Stufe. Hexosediphosphorsaéure (Pb-Praéparat). 


0.0536 mol. 





Hinzugegebene 
Lauge B Pu P Ky 
com 
10,00 0.0105 5.62 6,24 
10.50 0,013 8 5,78 6.3) 
11,00 0,017 2 5.97 6,32 
1],50 0.020 4 6,08 6,39 
12,00 0,023 6 6,21 6,33 
2,50 0,026 8 6,395 6,39 
13,00 0,030 6 6.46 6.37 
13,50 0,033 4 6,57 6,42 
14.00 0,036 6 6,65 6.34 
14.50 0,039 8 6.76 6.33 
15,00 0,043 2 6.85 631 
15,50 0,046 7 7.05 6.23 
16,00 0,050 2 7,29 6.13 


Mittel : 6,315 


Nach Zusatz der Lauge 


C. Dissoziationskonstanten der Hexosediphosphorséiure [Ba-Priparat]'). 


Anfangskonzentration m/10. Lauge 0,1098 n. 


1. Dissoziationsstufe. 





1) Die hier nicht angegebenen pK{-Werte der Titrationskurve stimn« 
mit den aufgefiihrten fast vollstandig iiberein. 


Lauge ; - 
cm ' B Pu P K I 
3,00 0.076 0.025 3 1.61 1.44 
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2. Stufe. 





Lauge - 
pte Pu B Pp K 2 
11,50 5,96 0,020 4 6,27 
12,00 6,09 0,023 6 6,21 
13,00 6,37 0,030 6 6,28 
13,50 6,42 0,033 4 6,27 
Mittel : 6,26 


Die Mittel der erhaltenen Werte sind in der folgenden Tabelle II 
zusammengestellt ?). 
Tabelle 111. 





m/10 bis m/30 pk, pky 
Orthophosphorsaure. 
van Slyke-Clark ....... 1,97 6,85 
Michaelis-Garmendia ..... ~— 6.81 
SR Marie Ge a — 6.81 
Eigene Bestimmung ...,.. . 1,99 6,81 
Hexosediphosphorsaure. 
RO me a ga te se tw 1,52) 6,315) .. 
Aus Bariumsalz ........ 1,44f 6.26 ; %79 


e) EinfluB von Verdiinnung und Salzzusdtzen auf die scheinbaren 
Dissoziationskonstanten. 


Der Einflu8 dex Verdiinnung und des Zusatzes fremder Salze auf 
die scheinbare Dissoziationskonstante der zweiten Stufe ist fiir uns 
von besonderem Interesse, da sowohl] im lebenden Muskel wie im Muskel- 
extrakt die Veresterung und Abspaltung des Phosphats sich in einem 
Salzmilieu vollzieht. Durch die Anwesenheit von Salz wird die Ionen- 
aktivitaét (1/y) und daher die scheinbare Dissoziationskonstante ge- 
aindert. Fir die zweite Dissoziationskonstante finden z. B. Michaelis 
und Garmendia bei Verdiinnung von m/15 auf m/750 eine Anderung 
des pK, von 6,807 auf 7,05, bei Zusatz von NaCl in wachsender Kon- 
zentration eine Abnahme des pK_ -Wertes auf 6,50 (2 Proz. NaCl). 
Wir finden bei Verdiinnung der Orthophosphorsiure von m/25 bis 
m/270 in einem Versuch (17°) eine Verschiebung von 6,82 auf 7,15 
bei ahnlicher Verdiinnung der Hexosediphosphorsiure eine Ver- 
schiebung von 6,37 auf 6,73 (Tabelle IV). Die Verschiebung ist also 
sehr ahnlich. 


1) Gegeniiber der vorlaufigen Mitteilung in den ,,Naturwissenschaften*‘ 


sind die erhaltenen pK’-Werte infolge Vermehrung der Messungen und 
Neuberechnung der alteren Resultate etwas geandert. 
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Umgekehrt steigt bei Zugabe von Alkalisalz in m/10 Konzentration 
die scheinbare zweite Dissoziationskonstante sowoh] der Phosphorsiure 
wie der Hexosediphosphorsiure, ahnlich wie es nach Z. J. Warburg 
auch fiir die etwa gleich groBe erste Dissoziationskonstante der 
Kohlenséure zutrifft*). 

Tabelle IV. 
Verdiinnungsversuch: Ausgangskonzentration B, Hg. 
Zweite Dissoziationskonstante. 





Vesdinnung Hexosephosphorsaure 

Pu 
m/20 6,31 
m/25 6,37 
m/40 6,45 
m/80 6,55 
m/160 6,66 
m/320 6.73 


Tabelle V. 
Anderung des pK durch Anionen in m/10 Konzentration. 
(Ausgangswert ungefaihr B, — Hg.) 





Orthos Hexoses 


phosphors Anderung phosphors Anderung 
Salzzusatz saure gegen dest saure gegen dest 
asser Wasser 
Pu Pu 
Bee SG Ee Ga 6,89 — 6.25 — 
i. Sree ae 6,77 — 0,12 6.01 — 0,24 
I ene ee 6,75 —014 5,99 — 0,26 
0) a or 6,74 — 0,15 6,02 — 0,23 
2” eee i eae 5,92 — 0,33 
Natriumoxalat . . 6,78 0,11 6,01 — 0,24 
SD «. «6 2 6,76 — 013 5.99 — 0,26 


Dabei ist der Einflu8 auf die anorganische und veresterte Phosphor- 
séure nicht gleich, sondern die Verschiebung im letzteren Falle noch 
gréBer. Die Differenz pK, (Phosph.) minus pk, (Hex.), die in 
destilliertem Wasser 0,52 betrigt, wird durchschnittlich in m/10 Na- 
oder K-Salz noch um 0,10 vergréBert, also dann ungefaihr 0,62. Die 
gleiche Differenz ergibt sich, wie im néchsten Abschnitt gezeigt wird, 
bei der Veresterung von Phosphat im Muskel in Gegenwart von m/10 
Oxalat und Fluorid. 


1) E. J. Warburg, Biochemical Journ. 16, 153, insbes. S. 255, 1922. 
Biochemische Zeitschrift Band 178 29 
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Ill. Verschiebung des p, im Muskelextrakt bei Veresterung und Abspaltung 
des anorganischen Phosphats. 

Ob bei Spaltung und Synthese des im Muskelextrakt entstehenden 
Zuckerphosphorsiureesters eine Verschiebung der Wasserstoffzah! 
eintritt, die der Anderung der Dissoziationskonstanten bei der Ver- 
esterung entspricht, ist am leichtesten in einer Anordnung zu priifen, 
bei der keine Milchsdéure entsteht. Fiir die Veresterung ergibt sich 
eine geeignete Anordnung durch die Beobachtung von Embden, daB 
man durch Natriumfluorid und Natriumoxalat in héherer Konzentration 
eine Anhaufung von Hexosediphosphorséure in der Muskulatur herbei- 
fiihren kann, wahrend die Milchséiurebildung stark herabgeht. Im 
Muskelextrakt laBt sich nach Zusatz von Starke oder Glykogen sowie 
von Phosphat unter diesen Umstanden in 2 bis 3 Stunden der gréBte 
Teil des anorganischen Phosphats verestern, ohne daB die geringste 
Spur Milchsiure dabei auftritt. In der Tat kommt es hierbei zu einer 
Zunahme der cg, wie sie aus den Versuchen des vorigen Abschnitts zu 
folgern ist. Ist das anwesende Phosphat die einzige in Betracht zu 
ziehende Puffersubstanz, so mu bei totaler Veresterung desselben 
eine Verschiebung des py eintreten, die dem horizontalen Abstand (a) 
der beiden Pufferkurven in dem betreffenden pg-Bereich entspricht, 
unter Beriicksichtigung des Milieueinflusses. Bei Zugabe gréBerer 
Mengen Phosphat tritt die Pufferwirkung des Eiweifes so stark zuriick, 
daB sie vernachlassigt werden kann. Ist nur ein Bruchteil des Phosphats 
verestert, so kann man, wie auch direkte pg-Messungen in Gemischen 
von Phosphorsaéure und Hexosephosphorsaure zeigen, annehmen, daB die 
Verschiebung (v) nur dem veresterten Bruchteil (b) von (a) entspricht, 
also = a X 6 betriigt. Da bei pg 7 (fiir H,PO,) der Abstand der Puffer- 
kurven 0,48 bis 0,52 ist und durch m/10 Natriumsalz um etwa 0,1 
vermehrt wird, ist @ = 0,6 (durch héhere Konzentrationen wie n/5 
NaF, wird a vermutlich noch etwas mehr vergréfert, doch kann 


Tabelle VI. 
Pg-Verschiebung bei Veresterung von Phosphat im Muskelextrakt 
(0,9 proz. KCl). 


A. Milchséiure- und Phosphorsdéurebestimmung (pro 1 ccm). 














| Koble * Vere  Milchsiiure Phosphorsiure 
ir. || 3 suchs- : 
Nr. |} pang Salzzusatz zeit vorher nachher vorber | nachher 
— Stdn. mg mg mg | mg 
1 0,47 g m/5 NaF 4 0,210 0,208 1640 0,670 
2,040}.  m/9 Oxalat 4 0,240 0,235 0,950 | 0,570 
3 | 0,40) fe » 4 — — 1,030 0,616 
4/032} 8 | m/l2 NaF = 2,75 — - 1,630 0,290 
5 ‘ & 





m/l0 NaF 35 _ . 1,725 | 0,186 
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: B. pq-Bestimmung und -Berechnung. 





PyVerschiebung (v) 





N Beauiae | ? e - 
b cht 7 
4 Phosphats ° a & nachher gemessen ers ct 

1 0,59 7,10 6,74 | 0,36 0,35 

2 0,40 6,99 6,75 0,24 0,24 

3 0,40 7,02 6,74 0,28 0,24 

4 0,82 6,93 6,35 0,58 049 

5 0,89 7,11 6,54 0,57 053 


dies unberiicksichtigt bieiben). Die tatsaichliche und die nach der 
Formel v = a x 6 berechnete Verschiebung ist in der Tabelle VI, B 
angegeben. Man sieht, daB die beiden Spalten sehr gut tibereinstimmen. 
Da bei wiederholter Priifung in Gegenwart von n/5 bis n/10 Natrium- 
fluorid sich eine vollstandige Hemmung der Milchsaurebildung ergab, 
wurde in einigen anderen Fallen die Bestimmung der Milchsaure unter- 
lassen. 


derart vorgenommen, da8 zu einem Teile des Extrakts nach der Ver- 
esterung ebensoviel anorganisches Phosphat hinzugegeben wurde, 
: wie durch Veresterung verschwunden war, und zwar mit einem Alkali- 
s . gehalt, wie er dem pg am Anfang entsprach. Andererseits wurde zu 
n : einem Teile des auf Eis aufbewahrten Ausgangsextrakts bei Gegenwart 
€ 


L 

L 

L i 

) In einem Versuch (Nr. 4, Tabelle VI) wurde eine weitere Priifung 
r 


; \ 
i 


von Fluorid so viel Hexosediphosphat hinzugegeben, wie in der anderen 
q Probe gebildet war, und zwar mit dem gleichen Alkaligehalt wie bei 
r. dem Phosphatzusatz des anderen Versuchs. Dann sollte, wenn keine 


1 Milchsaure gebildet war, das py in beiden Fallen iibereinstimmen und 
5 in der Mitte zwischen den beiden unmittelbar gemessenen Werten 
m liegen. Tatsiachlich anderte sich in der veresterten Probe durch Zugabe 


des verschwundenen Phosphats das pg von 6,35 auf 6,59, in dem auf 
Eis aufbewahrten Extrakt aber durch Zugabe von Hexosediphosphor- 
siure und Alkali in dem richtigen Verhiltnis, von 6,93 auf 6,65. Ob 
der noch bestehende kleine Unterschied auf eine geringe Milchsaure- 
bildung zuriickzufiihren ist, wurde nicht festgestellt. 


Weniger rein la8t sich der umgekehrte Fall verwirklichen: die 
Abspaltung anorganischen Phosphats ohne gleichzeitige Milchsiure- 
bildung. Bei der Aufspaltung von zugesetztem oder bei der Veresterung 
gebildetem Hexosediphosphat werden zu Anfang Milchséure und 
Phosphorsaure in aquimolekularen Mengen gebildet, erst spater kommt 
es bei zunehmender Schidigung des Ferments zu einem Uberwiegen 
der Phosphorsaureabspaltung. Dagegen kann man durch Erwirmen 
29* 
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von Extrakt aus Froschmuskeln fiir 1 bis 2 Stunden bei 45° ohne Zusatz 
von Kohlehydrat oder anderen Substanzen eine Art hydrolytischen 
Zerfalls der praformierten Phosphorsdureester, des Hmbdenschen 
,,Lactacidogens“, herbeifiihren, das jedenfalls der Hexosediphosphor- 
siure nahesteht. In dieser Anordnung wird éfters gar keine oder nur 
ganz wenig Milchsaéure bei der Abspaltung des Phosphats frei. Dabei 
wird die Lésung betrachtlich alkalischer. Auch hier kann man die zu 
erwartende Verschiebung berechnen, indem man die Pufferung des 
Extrakts auf das gesamte Phosphat bezieht und die durch die Ester- 
spaltung hervorgerufene Vermehrung des anorganischen Phosphats 
in Prozenten des am Schlu8 vorhandenen berechnet. Hierbei ist a 
ohne Salzzusatz in Abwesenheit anderer Puffer = 0,50 zu _ setzen. 
Beriicksichtigt man, daB tatsichlich eine geringe Milchsiurebildung 
stattfindet, und daS ohne déuBeren Zusatz von Phosphat auch die 
Pufferung des EiweiBes noch in Betracht kommt, so ist der berechnete 
Wert der Verschiebung zu groB. Tatsichlich ergibt sich aber eine 
Alkalisierung, die noch gréBer ist, als sie nach unserer Berechnung zu 
erwarten steht, so daB offenbar diese priformierten Phosphorsiure- 
ester noch eine stirkere Siéiure als die Hexosediphosphorsiure dar- 
stellen. 
Tabelle VII. 
Py-Verschiebung bei der Aufspaltung praformierter Phosphorséureeste1 
(pro lcem Extrakt), ohne Zusatz 1'/, Stunden bei 45°. 





Anorganische Phosphorsiure  p_, chteil PyrVerschiebung (v) 








Nr . | waeher nachhe- — v Pa PH berechns t 
mg mg ‘ - aXxb 
1 1,085 1,87 0,42 6,65 7,01 0,36 *) 0,21 
2 0,960 1,71 0,44 6,69 6,95 0,26*) | 0,22 
3 0,885 1,80 0,51 6.79 6,95 0,16 **) | -= 


*) Keine deutliche Milchsaurebildung. 
**) Milchsiure von 0,424 auf 0,635 mg gestiegen. 


IV. Die Dissoziationskonstanten der Glycerinphosphorsiure. 


Die Messungen geschahen mit der synthetischen Saiure. Als Aus- 
gungsmaterial diente glycerinphosphorsaures Natrium (Kahlbaum). 
Dies wurde zur Darstellung der freien Siéure mit Essigsiure und 
Bleiacetat versetzt, der Niederschlag auf der Nutsche griindlich 
gewaschen und abgesaugt, das Bleisalz mit Schwefelwasserstoff zerlegt, 
das Filtrat 48 Stunden durchliiftet. Die Anordnung der Messungen 
stimmte mit der der vorigen Abschnitte tiberein. Ausgangskonzentration 
etwa m/10, bei der Titrierung der zweiten Stufe m/20. Der Gehalt an 
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anorganischem Phosphat war nach der kolorimetrischen Methode 
nicht meBbar?). Die Titrationskurve ist auf Abb. 2 abgebildet. (Da die 





bezeichnet) 
Abszisse Pu- 


"9 


5 
10 Glycerinphosphorsaure). 


u 
Elektrotitrationskurve der Glycerinphosphorsdure (Punkte mit © 
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Abb. 2 


Ord 











rs oe ek 
Lauge hier 0,10065n war, fiir die anderen Kurven aber 0,1098 n, so 
sind fiir die Zeichnung die Werte auf den gleichen MaBstab 0,10 n 


1) K. Lohmann und JL, Jendrassik, diese Zeitschr. 178, 419. 1926 
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umgerechnet.) Die mittleren Teile der Pufferkurven sind zur Be- 
rechnung der pK’-Werte in den beiden folgenden Tabellen benutzt. 


Tabelle VIII. 


Dissoziationskonstanten der Glycerinphosphorsaure. 
Benutzte Lauge 0,10065 n. 








A. 1. Stufe. 
Lange Cc B H Pp RK, 
ccm 
2,00 8,95 . 10-? 1,84. 10-? 3,09 . 10-* 1,43 
3,00 8,27 2,52 2,51 1,42 
4,00 7,68 3,16 1,90 1,45 
5,00 7,17 3,69 1,59 1,41 
6,00 6,79 4,13 1,26 1,33 
7,00 6,33 4,55 1,00 1,38 
Mittel: 1,40 
B, 2. Stufe (C = 0,055). 
Lauge *) ‘a 
ccm . Pu pK 
11,00 0,0055 5,38 6,33 
12,00 0,0110 5,72 6,32 
13,00 0,0165 5,92 6,30 
14,00 0,0220 6,10 6,29 
15,00 0,0275 6,30 6,30 
16,00 | 0,0330 6,49 6,32 
17,00 0,0385 6,72 6,35 
18,00 0.0440 7,04 6,43 
Mittel : 6,326 


*) Vom Anfang der ersten Stufe gerechnet. 


Auch hier also sind die p K’-Werte fiir die erste und zweite Stufe 
um etwa 0,5 saurer als die entsprechenden Werte der Phosphorsaure. 
Dabei scheint die erste Dissoziationskonstante der Glycerinphosphor- 
siure noch etwas gréBer zu sein als die der Hexosediphosphorsaure. 
Die Beeinflussung der pK,-Werte durch Salzzusiitze ist ahnlich, aber 
vielleicht nicht ganz so gro wie die der Hexosediphosphorsaure. 


SchluB. 


Das Resultat, da8 durch Eintritt mehrwertiger Alkohole in den 
Saurerest die Starke der Dissoziationskonstanten der Phosphorsaure 
gesteigert wird, erinnert an das gleiche Verhalten der Borséure, deren 
Dissoziationskonstante ja durch Mannit und andere mehrwertige 
Alkohole ums Mehrfache gesteigert wird. Offenbar macht sich derselbe 
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EinfluB, wenn auch erheblich schwacher, schon ohne chemische Reaktion 
geltend, wenn man schwache Saéuren und so auch die zweite Stufe der 
Phosphorsaure in Gegenwart von Glycerin titriert!). Allerdings konnten 
wir durch Zusatz von 20 und 40 Proz. Glucose zu einer Phosphatlésung 
von Px 6,8 nur eine auBerst geringfiigige Verschiebung nach der sauren 
Seite beobachten. Etwas starker, nimlich ungefaihr 0,10, war die Ver- 
schiebung in Gegenwart von 20 Proz. Glycerin. 

Ob der Reaktionsverschiebung, die bei Veresterung und Abspaltung 
anorganischen Phosphats sich abspielt — und zwar in entgegengesetztem 
Sinne, als sie von Embden und seinen Mitarbeitern angenommen wurde —, 
irgend eine Bedeutung bei der Muskelkontraktion zukommt, mu 
vorlaufig dahingestellt bleiben. Je nach der Verkopplung der Vorginge 
kénnte sie sich entweder zu der Siéuerung durch Milchséurebildung 
addieren, wenn der ProzeB ahnlich verliuft wie die Spaltung der 
Polysaccharide im Muskelextrakt (s. die folgende Arbeit von O. Meyer- 
hof), oder auch subtrahieren, wenn bei der Milchsaéurebildung gleich- 
zeitig Phosphat frei wird. 


Wir danken Herrn Dr. Lohmann fiir seine Hilfe bei der chemischen 
Reinigung der benutzten Praparate. 


1) S. W. Léffler und K. Spiro, Helv. Chim. Act. 2, 533, 1919. 














Uber die Hydrolyse des Glykogens durch das diastatische 
Ferment des Muskels. 


Von 


Karl Lohmann. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 20. September 1926). 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Jlaude Bernard hatte beobachtet'), daB der Zuckergehalt von 
ausgewaschenen Muskeln, insbesondere nach Einlagerung in 20proz. 
Alkohol, zunahm. Dieser Zucker wird, wie er feststellte, durch die 
diastatische Wirksamkeit ven Muskelferment aus dem Glykogen 
gebildet. Wenn man auch annehmen durfte, daf eine solche Auf- 
spaltung in Zusammenhang mit der anaeroben Milchsaurebildung stets 
stattfindet, so tritt sie doch wegen der weitgehenden Koordination der 
Hydrolyse des Glykogens mit der glykolytischen Spaltung der Hydro- 
lysenprodukte nicht in Erscheinung. In der Tat hatte sich sowohl im 
intakten wie im zerschnittenen Muskel bisher stets ein annahernder 
Parallelismus zwischen Glykogenabbau und Milchsaurebildung ergeben, 
waihrend die Menge niederer Zucker sich nicht wesentlich anderte*). 


1) Vorlesungen iiber Diabetes, 1878, 8. 262 (deutsch von C. Posner, 
Berlin). 

2) O. Meyerhof, Pfliigers Arch. 185, 11, 1920; 188, 114, 1921; 195, 
22, 1922. J. Weber, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 145, 101, 
1925, der die Beeinflussung des Glykogenschwunds zerkleinerter Muskulatur 
durch Salzzusitze untersuchte, spricht in dieser Arbeit zwar von der ,, Wirk- 
samkeit der Muskelamylase“*, hat jedoch die Umwandlungsprodukte des 
Glykogens nicht festgestellt. Es darf angenommen werden, da8 der Autor 
unter den von ihm gewahlten Versuchsbedingungen nichts anderes als die 
Milchséurespaltung des Glykogens untersucht hat. Seine Ergebnisse decken 
sich daher z. B. hinsichtlich des Phosphats, Oxalats u. a. genau mit den 
entsprechenden Versuchen O. Meyerhojs. 
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Eine Nachpriifung des Bernardschen Befundes an grob zerkleinerter 
Froschmuskulatur ergab in der Tat unter Bedingungen, unter denen 
die Milchsaurebildung sistierte, eine gewisse Zunahme der Hydrolysen- 
produkte des Muskelglykcegens, wenn auch wegen der Geringfiigigkeit 
der Ausschlige keine sicheren Anhaltspunkte fiir Beschleunigung des 
Vorgangs in 20proz. alkoholischer Lisung. Diese Feststellung gab 
jedoch Veranlassung, die Untersuchung auf die hydrolytische Wirksam- 
keit des Muskels gegeniiber zugesetztem Glykogen auszudehnen. Bereits 
in einer Arbeit ven Huler und Myrbdck") finden sich einige Versuche, 
in denen die Autoren eine weit gehende Hydrolyse zugeretzten Glykogens 
zu Zucker durch die zerschnittene Muskulatur von Kaninchen in 
Phosphatlisung (py 6,5) innerhalb etwa 20 Stunden beobachteten. 
Diese Angabe lieB sich bestatigen. 

Ich unternahm es auf Vorschlag von Herrn Meyerhof, den 
feineren Mechanismus dieser Glykcgenhydrolyse zu studieren, und 
zwar nicht nur hinsichtlich ihrer Abhingigkeit von Milieubedingungen, 
sondern vor allem in Hinblick auf die dabei entstehenden Produkte. 
Auch hier erwies sich im Verlauf der Arbeit die Benutzung des Muskel- 
extrakts, wie er in der vorstehenden Arbeit von O. Meyerhof be- 
schrieben ist, der zerschnittenen Muskulatur iiberlegen. Neben der 
bequemeren Handhabung bietet der Muskelextrakt den Vorteil, daB 
er ein einfacheres System darstellt, so daB in ihm die hydrolysierende 
Wirkung nicht nur losgelést von der Zellstruktur, sondern, wie 
vorweggenommen sei, auch losgelést von der Wirksamkeit des milch- 
siurebildenden Ferments bequem untersucht werden kann. 


Die Tatsache, daB im Verlauf von etwa 20 Stunden bei, Zimmer- 
temperatur die Reduktionskraft der in der Versuchsfliissigkeit ent- 
stehenden Zucker (berechnet auf Glucose) annihernd der zugesetzten 
Menge Glykogen iquivalent ist, bedeutet natiirlich noch nicht, da8 
hier das ganze zugesetzte Glykogen in Glucose tiberfiihrt worden ist. 
Abgesehen davon, daB auch das muskeleigene Glykogen beriicksichtigt 
werden mu, lehrt eine nihere Untersuchung der Hydrolysenprodukte 
durch Bestimmung der Reduktionskraft und des Drehungswertes, 
daB auch héhere Saccharide hierbei auftreten. In den folgenden Ab- 
schnitten verstehe ich unter ,,Zuckerzubildung“ zunichst nur die 
Zunahme der Reduktionskraft, bezogen auf Glucose. Tatsichlich 
setzt sie sich zusammen aus der Reduktion von Glucose, Maltose 
und héheren Sacchariden, von denen das Wesentlichste spater 
genauer beschrieben wird. 


1) Hoppe-Seylers Zeitschrift fiir Physiol. 150, 1, 1925, insbesondere 
8. 13. 
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I. Versuche mit zerschnittener Muskulatur. 


Methoden. 

Fiir die Untersuchungen wurden zunachst Esculenten verwandt, spater 
Temporarien, aus denen das Ferment mit gleichmaBigerer und héherer 
hydrolysierender Wirksamkeit erhalten wird. Die Frésche waren im Herbst 
1925 gefangen und hungerten seit 3 bis 5 Monaten in der Kalte. Unter den 
iiblichen Kautelen wurden die hinteren Extremititen der eisgekiihlten 
Frésche abprapariert und auf eisgekiihlten Tellern mit der Schere kurze 
Zeit zerschnitten. 1 bis 2g Muskeln wurden auf der analytischen Schnell- 
wage auf etwa 10 mg genau abgewogen und in 15 bis 25 ccm isotonischer 
glykogenhaltiger Lésung suspendiert. Diese Muskelsuspensionen wurden 
in bestimmten Zeitriumen mit basischem Quecksilberacetat enteiweiBt, 
durch Schwefelwasserstoff von Quecksilber befreit, durchliiftet und die 
Zuckerbestimmung nach Bertrand ausgefiihrt. Der Zuckergehalt ist aus 
dem Kupferoxydul, bezogen auf Glucose, berechnet. 


Die Glykolyse zugesetzter Kohlehydrate durch zerschnittene 
Froschmuskulatur (Esculenta) ist von Meyerhof bei 14 und 20°!) und 
F. Laquer bei 30 und 45°) untersucht worden. Zum Vergleich mit der 
diastatischen Wirksamkeit des Muskelbreies bestimmte ich die Milch- 
siurebildung bei Zimmertemperatur in der Muskulatur von Sommer- 
Esculenta und -Temporarien, die 3 Tage im Eisschrank gehalten 
waren. Der EinfluB der Reaktion wurde durch Zusatz von primirem 
bzw. sekundiérem Kaliumphosphat gepriift. 


Versuch 1. Je 2g zerschnittene Muskulatur suspendiert in 
10 ccm m/15 Phosphat. Zusatz von 80 mg Glykogen, Zeit 9 Stunden, 
Temperatur 20 bis 22°. ‘ 





’ Primares oder Milchsdure gefunden, in mg 
Nr. Froschart sekundares SEES EEE SSUES 
Phosphat ohne Glykogen | mit Glykogen 
l Esculenta primar 3,50 3,91 
2 # sekundar 5,20 17,50 
3 Temporaria primar 5,16 5,54 
4 - sekundar 11,30 33,00 


Man sieht, daB die Milchsdiurebildung aus zugesetztem Glykogen 
in sekundarer Phosphatliésung das Vielfache von der in primiarer betragt. 
Infolgedessen entsteht bei Bestimmung der Zuckerzubildung der 
Eindruck, als ob die Hydrolyse mit wachsender cg zunihme, was jedoch 
nur an dem Ausbleiben der Zuckerzerstdrung durch die Glykolyse liegt. 


Da weitere Versuche ergeben, daB die Hemmung der Milchsaéure- 
bildung schon bei pg 6,5 sehr stark ist, wurde die Glykogenhydrolyse 


1) Pfliigers Arch. 188, 114, 1921. 
*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 116, 169, 1921; 122, 26, 1922. 
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mit einem Phosphatpuffer von pg 6,47 ausgefiihrt. Der folgende 
Versuch 2 zeigt, dali die Glucoseausbeute bei starker saurer Reaktion 
nicht mehr zunimmt. 


Versuch 2. Je 2,0g zerschnittene Muskulatur (Esculenta) suspen- 
diert in 10ccm Phosphatpuffer von variierter Wasserstoffzah| +- 30 mg 
Glykogen. Zeit 11 Stunden. 





Temperatur Glucose 
Nr. °C Pq des Puffers mg 
1 18 8,30 49 
2 18 7,35 7,5 
3 18 6,47 19.5 
4 18 591 20,6 


Den Einflu8 der Zeit ergibt der Versuch 3. 


Versuch 3. Je 2g zerschnittene Muskulatur (Esculenta) suspen- 
diert in 25ccm m/15 Phosphatpuffer (pq 6,45) + 20mg Glykogen. 





Nr. | Zeit in Stunden — Zucker 
; a 
: 3 18 | 8,24 
: 6 18 | 10,16 
3 21 18 19,00 


In dem folgenden Versuch wurde der Einflu8 des Mediums unter- 
sucht, und zwar Phosphat py 6,24, 1,3proz. Natriumbicarbonatlésung 
und 0,9proz. KC)-Lésung. . Das Phosphat erwies sich etwas den 
anderen iiberlegen. 


Versuch 4. Je 2 g Muskulatur von Temporarien in je 15 ccm Fliissig- 
keit + 30 mg Glykogen; ¢ = 18 Stunden, Temperatur 18°. Phosphat 
pu 6,24: 32 mg Glucose; 1,3proz. NaHCO,: 26 mg Glucose; 0,9proz. 
KCl: 27,0 mg Glucose. 

Vergleichsweise erwies sich die Hydrolyse der Starke im Muskelbrei 
um 40 Proz. langsamer als die des Glykogens. Doch wurde das Ver- 
halten der Diastase in der zerkleinerten Muskulatur nicht weiter ver- 
folgt, sondern an dem einfacheren System des Muskelextrakts unter- 
sucht, da sich herausstellte, da8 in der ersteren die Diffusions- 
bedingungen fiir die Geschwindigkeit eine erhebliche Rolle spielen. 


Il. Versuche mit Muskelextrakt. 


Fiir die Untersuchungen wurde Muskelextrakt verwendet, der nach 
der in der vorstehenden Arbeit von O. Meyerhof gegebenen Vorschrift 
durch Zerdriicken vorsichtig abpraparierter, gut gekiihlter Froschmuskeln 
in isotonischer KCl-Léisung bei —1 bis —2° und anschlieBendes 
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scharfes Zentrifugieren hergestelit war. Das Verhiltnis Muskel zu 
KCl-Lésung war etwa 10: 12. Ein auf diese Weise hergestellter Extrakt 
enthalt nach der Glykogenbestimmung nach Pfliiger weniger als 0,05 mg 
Glykegen pro Kubikzentimeter. 

Fiir jeden Versuch wurden 0,3 bis 0,5 ccm Extrakt in 20ccm fassende 
Reagenzglaser einpipettiert, mit den Zusitzen und Glykogen versetzt 
in den Thermostaten gehingt. Das Glykogen war in 0,9proz. KCl 
gelést. Die Bestimmung des Redukticnswertes, der, wie oben mit- 
geteilt, stets in Summa in Milligramm Glucose aurgedriickt wurde, 
erfolgte hier nach der Methode von Hagedorn-Jensen. Dazu wurde der 
Versuchsansatz mit 2 ccm 3,4proz. ZnSO, . 5 H,O, 10 cem destilliertem 
Wasser und 2ccm 0,15n NaOH versetzt und im kochenden Wasser- 
bad 3 Minuten erwirmt. Von dem Filtrat wurde ein aliquoter 
Teil, der einem Reduktionswert von etwa 0,2 bis 0,8 mg Glucose ent- 
sprach, nach Auffiillen auf 10ccm mit 6ccm n/200 sodaalkalischer 
Kaliumferricyanidlésung 15 Minuten im Wasserbad erwirmt, nach dem 
Abkiihlen mit 8 ccm der vorgeschriebenen NaCl—ZnSO,—K J-Lésung 
und 5ccm 3proz. Essigsiure versetzt und das abgeschiedene Jod mit 
n/200 Thiosulfatlésung titriert. Der Titer der Thiosulfatlésung war 
auf Glucose eingestellt. 

Nach dieser Methode entsprach die Redukticnskraft von 1 ccm 
des frischen Extrakts etwa 0,7 mg Glucose. Dieser Anfangswert ist 
jedoch nur zu !/; bis ¥, auf reduzierbares Kohlehydrat zuriickzufiihren. 
Den gréferen Teil dieses ,,Glucosewertes“ verursachen wegen der hohen 
Empfindlichkeit der Hagedorn-Jensen-Methode andere reduzierende 
stickstoffhaltige Muskelbestandteile. Eine direkte Bestimmung der 
niederen Kohlehydrate ohne Hydrolyse nach Bertrand mit der Modi- 
fikation von Méckel-Frank ergab fiir 10 ccm Extrakt einen Reduktions- 
wert von 1,9 mg Glucose. Den gleichen Wert kann man indirekt nach 
der Methode von Hagedorn-Jensen dadurch erhalten, da durch 
kurzes Erwirmen auf 37° infolge Milchsiurebildung der Glucose- 
wert um 0,2 bis 0,3 mg pro Kubikzentimeter zuriickgeht. 

Indes ist auch fiir die Zuckerzubildung der Glucosewert von der 
Bestimmungsmethode abhiangig und daher eine relative Gréfe. Nur 
die nach derselben Zuckerbestimmungsmethode erhaltenen Resultate 
kénnen untereinander verglichen werden. Das riihrt vor allem daher, 
da8, wie noch spiter gezeigt wird, die Hydrolysenprodukte des Glykogens 
nicht einheitlicher Natur sind. Z.B. bei einem Gehalt der Versuchs- 
lésung an Maltose ist der Glucosewert dieser nach Bertrand 55 bis 
60 Proz. desjenigen der gleichen Gewichtsmenge Glucose, dagegen 
nach Hagedorn-Jensen 80 Proz. 

Um die diastatische Wirksamkeit des Extrakts losgelést von der 
Glykolyse zu untersuchen, wurde der frisch hergestellte Extrakt durch 
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15 Minuten langes Erwirmen auf 37° inaktiviert. Hierdurch wird, 
wie in der voranstehenden Arbeit von O. Meyerhof erwaihnt, im 
Froschmuskelextrakt jede Milchsiéurebildung aus Glykogen aus- 
geschlossen. Die Wirksamkeit des viel bestandigeren hydrolysierenden 
Ferments wird hierdurch nicht geschidigt. Die Stabilitat desselben 
ergibt sich auch daraus, daB der Extrakt noch nach 24stiindigem 
Stehen auf Eis seine volle Wirksamkeit besitzt, wihrend die Milch- 
siurebildung aus Glykogen unter diesen Umstinden erloschen ist. 
Versuch 5. 14 g¢ Muskeln (Temporarien) in 17 cem KCl, 0,5ccem Extrakt 
+ 0,3 cem 2proz. Glykogen + 0,5 cem KCl. 
Glucosewert von | ccm inaktiviertem Saft zu Beginn . 0,67 mg 
pees ae eee ee st 4 tee eee 
Zuckerzubildung .. . . 3,29mg 


Versuch 6. Nach 24stiindigem Stehen desselben Extrakts auf Eis 
0,5 ccm + 0,3 cem 2proz. Glykogen + 0,5 cem KCl. 


Glucosewert von Il cem zu Beginn. ..... . . 0,92 mg 
Beaes SP a ec tt kt te ee 
Zuckerzubildung .. . . 3,57 mg 


Der Anstieg des Anfangswertes in diesem Versuch von 0,67 auf 0,92 mg 
beruht vielleicht auf Spaltung héherer Kohlehydrate. Diese Zunahme, die 
von der Zeit und der Temperatur abhangig ist, kommt aber gegeniiber 
der GréBe der Ausschlige mit Glykogenzusatz nicht in Betracht. 

Uber den Reaktionsverlauf geben die folgenden Versuche Auskunft. 


Versuch 7. 23g Muskeln in 27cem KCl. Je 0,4 ccm inaktivierter 
Extrakt + 0,4cem 2proz. Glykogen. Temperatur 37°. 
Die Zuckerzubildung mit der Zeit ist in der Abb. 1 wiedergegeben. 
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Abb. 1. Abb. 2. 
Abhiangigkeit der Zucker- Abhangigkeit der 
bildung von der Zeit Zuckerbildung von der 
Temperatur 37° Glykogenkonzentration. 


Temperatur 25°. 


Der Abfall der Reaktionsgeschwindigkeit in Versuch 7 ist haupt- 
sichlich durch den sinkenden Glykogenvorrat verursacht. Dies geht 
aus dem folgenden Versuch hervor, in dem die Abhingigkeit von der 
Glykogenkonzentration dargestellt ist. 
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Versuch 8. 16g Muskeln in 18ccm KCl, Temperatur 25°, Zeit 
90 Minuten. Je 0,5 cem Extrakt + wechselnde Mengen 2proz. Glykogens 
(0 bis 0,5 cem), die mit KCl auf 0,5 cem erginzt werden. 

Die Reaktionsgeschwindigkeit steigt bis etwa 0,4 Proz. starker, dann 
etwas langsamer an (Abb. 2), 

Die Abhangigkeit der Geschwindigkeit von der Temperatur ver- 
anschaulicht der folgende Versuch 9 (Abb, 3). 


Versuch 9. 15g Muskeln (Temporarien) in 18cem KCl. Hiervon 
je 0,5 cem Extrakt + 0,6 ccm 2proz. Glykogen + 0,3 cem m/15 KH,POQ,. 
Gesamtkonzentration an Glykogen 








ad ] 0,86 Proz. 

i eel nacre cecilia Pei Fiir jede Temperatur wurde 
$ } LA | ] sowohl nach 45 Minuten wie nach 
340 Rha a | 90 Minuten der Umsatz bestimmt. 
$ Oberhalb 32° steigt die Reaktions- 


* 


geschwindigkeit langsamer an. Es 
beruht dies, wie auch aus dem 
Vergleich der 45-Minutenkurve und 
der 90-Minutenkurve hervorgeht, 
auf einer allmaéhlichen Schadigung 
des Ferments. 


mg Zucker 
N 
so 











05 0 8 0 0 5 0 % 
emperatur . 
Abb. 3. Aus der Abb. 3 lassen sich 
Abhangigkeit der Zuckerzubildung fiir das Intervall von 0 bis 45° 
von der Zeit und der Temperatur. ‘ - 
(Erklérung im Text.) die Temperaturkoeffizienten (Q,9) 
X<——X 90 Min. O——O 45 Min. berechnen. 


Temperaturkoeffizient der Glykogenhydrolyse. 





Tempesstusintervell Qio fiir 45 Minuten | Q; fir 90 Minuten 


°C 
0—10 3,41 3,15 
10—19 2.86 2 36 
19—25 2.27 2.72 
25—32 2,03 1,75 
3238 1,88 1,85 
38—45 0 — 1,67 


Den Reaktionsverlauf iiber einen lingeren Zeitraum, jedoch bei 
20°, zeigt die Abb. 4. Die obere Kurve (x) ist von einem inaktivierten 
Extrakt, die untere (O) von nativem Extrakt aufgenommen. Der Unter- 
schied, der besonders in den ersten 3 Stunden deutlich ist, ist die 
gegen die Abszissenachse konkave Form der ersten und die konvexe 
Form der zweiten Kurve. Der niedrigere Verlauf der Zuckerzubildung 
im nativen Extrakt riihrt von der anfanglich starkeren Milchséure- 
bildung und weiterhin von der Hemmung durch die steigende cy 
infolge der Glykolyse her. 

Versuchsansatz. Nativer Extrakt, 7g Muskeln in 9cem KCl, 
Temperatur 20°, Glykogengehalt 10 mg pro Kubikzentimeter. 
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Inaktivierter Extrakt, 20 g Muskeln in 25 ccm KCl, 15 Minuten bei 
37° inaktiviert, Glykogengehalt 10mg pro Kubikzentimeter, Versuchs- 
temperatur 20°. 

Der Glykogengehalt des nativen Extrakts (Abb. 4), bestimmt nach 
Pjliiger, war nach 3 Stunden auf 6,09 mg, nach 7 Stunden auf 3,36 mg 
Glykogen gesunken, der des ‘inakti- 
vierten Extrakts nach 8 Stunden auf 
0,47 mg, nach 22 Stunden auf 0,20mg. 
Der letzte Wert entspricht einer 
Spaltung des Glykogens von etwa 
98 Proz. Von der 8. bis 22. Stunde 
steht einer Glykogenabnahme von 
nur 0,3 mg eine Zuckerzubildung von 
125 mg gegeniiber, was auf der 
weiteren Spaltung gebildeter Hydro. 
lysenprodukte beruht. 





22 Si | 


mg Luckerzubildung 
N w + <4) a “ 


~ 





Die Schidigung der héheren 
Temperaturen tiber 37° (Abb. 3) 
wird noch deutlicher, wenn der Ex- Abb. 4. 
trakt vor dem Glykogenzusatz er- Reaktionsverlauf der Zuckerzubildung 

- . he - . iiber einen lingeren Zeitraum. Kurve (<) 
warmt wird. Gleichzeitig zeigt der ist von einem inaktivierten Extrakt, 


folgende Versuch, da8 Toluolzusatz Kurve (©) von einem nicht erwirmten 
s : Extrakt aufgenommen. Temperatur 20°. 
ohne EinfluB ist. 





Versuch 10. 29,6 g Muskeln in 40 ccm KCl. 0,4 com Extrakt + 0,3 ccm 
2proz. Glykogen, Temperatur 37°, Zeit 60 Minuten. 


Zuckerzubildung pro l ccm Extrakt. 





Ohne Vorher 20 Min. ; , 
Erwarmung bei 37° 10 Min. bei 50° 


Ohne Zusatz .... 3,97 4,08 2,49 
Mit Toluolzusatz . . 4,29 4.10 — 


Im Gegensatz zur zerschnittenen Muskulatur wird hier die Zucker- 
bildung durch steigende Konzentrationen von Phosphat ein wenig 
gehemmt. Dies ergibt sich schon bei Benutzung eines Phosphat- 
gemisches von optimaler Wasserstoffionenkonzentration. Bei Be- 
nutzung von saurem Kaliumphosphat addiert sich der Einflub 
steigender cg und des Phosphats. 


EinfluB der cy. 
Versuch 11. 8g Muskulatur in 10 ccm KCl, Extrakt 15 Minuten bei 
37° inaktiviert, Temperatur 25°, Zeit 90 Minuten. 
0,5cem Extrakt + 0,2 cem 4proz. Glykogen + 0,5 ccm Phosphatpuffer. 
Reduktionswert 0,58 mg pro Kubikzentimeter Extrakt. 
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Getunden fir Zubildung fir 
Nr. Py des Puffers 1 com Extrakt l ccm Extrakt 
mg Glucose mg Glucose 
I (0.5 KCl) 5,53 4,95 
2 4.53 4,08 3,44 
3 591 4.58 4,00 
4 6,24 5,50 4,92 
5 6,98 5,67 5,09 
6 7,35 5,64 5,06 
7 8,30 5,55 4,97 


Den Einflu8 der Phosphatkonzentration geben die beiden folgenden 
Versuche wieder. 


Versuch 12. 12g Muskulatur in 15cem KCl, Temperatur 25°, Zeit 
90 Minuten. Phosphatpuffer nach Sérensen py 6,47. 

0,5 cem Extrakt + 0,2cem 4proz. Glykogen + 0,7 ccm Zusatz. An- 
fangsreduktionswert 0,55 mg pro Kubikzentimeter Extrakt. 





Zusammensetzung der Lésun Glucosew: ae 
Eo 
roa H,90 K Cl Phosphat Extrakt 

com com com mg mg 
1 - 0,7 a 3,94 3,49 
2 0,7 — — 4,12 3,57 
3 — 0,6 0,1 3,82 3,27 
4 0.6 -- 0,1 3,73 3,18 
5 — 0,4 0,3 3,78 3,23 
6 0,4 -= 0,3 3,79 3,24 
7 02 —_ 0.5 3,73 3,18 
8 _ 0,7 3,71 3,16 


Versuch 18. 14,0 g Muskeln in 17cem KCl. 0,5 ccm Extrakt + 0,3 cem 
2proz. Glykogen + 0,5 ccm Zusétze, Temperatur 25°, Zeit 90 Minuten, 
Reduktionsanfangswert 0,67 mg fiir 1 ccm Extrakt. 





Zusammensetzung der Losung Glucosewert Zuckerzubildung 

Nr. 09 KCl m/i5 KH, PO, fiir 1 com Extrakt fiir 1 com Extrakt 
com com mg mg 
1 0,5 — 3,96 3,29 
2 r 0,4 0,1 3,80 3,13 
3 ] 0,3 0,2 3,78 3,11 
4 | 0,2 0,3 3,68 3,01 
5 | 0,1 04 3,57 2,90 
6 | 0,5 3.49 2,82 


Ein weiterer Versuch zeigt, daS der Muskelbrei bei wiederholter 
Extraktion mit KCl-Lésung ungefahr in dem bei gleichmaBiger Ver- 
teilung zu erwartenden Mae Ferment abgibt. Der abzentrifugierte 
Muskelriickstand wurde hier stets mit ebensoviel K Cl-Lésung verrihrt 
(10 Minuten bei 0°), wie bei der vorhergehenden Extraktion an Extrakt 
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erhalten war. Die Wirksamkeit der einzelnen Extrakte sank hier etwa 
auf die Halfte ab, wihrend bei gleichmaBiger Verteilung des Ferments 
zwischen Riickstand und Fliissigkeit ein Absinken im Verhiltnis von 
0,68 zu erwarten war. Bei der Berechnung der Zuckerzubildung aus 
dem zugesetzten Glykogen wurde der Glucosewert der direkt erhaltenen 
Extrakte unter denselben Bedingungen zugrunde gelegt. 

Versuch 14. 22g Muskeln in 25cem KCl, erhalten 15 ccm Extrakt 
(Extrakt I), Temperatur 37,5°, Zeit 45 Minuten. Nachher 15 ccm KC! 
zur Muskulatur zugefiigt, wodurch eine Verdiinnung des _ urspriing 


’ : 47 15 ; . ’ 
lichen Gemisches um es 0,68 erhalten wird. Extrakt III und IV 
‘ 


auf gleiche Weise gewonnen. 





Ritiadince: Zusammensetzung des Ansatzes Glucosewert | Zuckersus 
E kteN “we Saati fur bildung fur 
~Xtrakt+Nr. Extrakt KCl Giykogen loom Extrakt 1 com Extrakt 
Min. ccm com com mg mg 
I. 0 0.4 0.2 — | 0,69 
45 0,4 0.2 sm 0,63 
45 0,4 — 0,2 3,05 2.42 
II. 0 0,6 03 — 0,43 
45 0,6 0,3 -- 0,43 
45 0,6 pa 0.3 151 1,08 
IIT. 0 0.8 0,4 — 0,246 
45 08 0,4 — 0,283 
45 0.8 = 0,4 0,83 0,547 
[vs 0 1,0 0,5 -- 0,216 
45 10 0.5 0,20 
45 1,0 _ 05 0,516 0,316 


Die Wirksamkeit des hydrolysierenden Ferments wird durch 
Fluorid erst in sehr hohen Konzentrationen gehemmt?). 


Versuch 15. 15g Muskeln in 18 cem KCl, Temperatur 20°, Anfangs 
reduktionswert 0,58 mg. 





Fluorid Zuckerzubildung Zuckerzubildung Hemmung 
Nr. a. fur 1 com Extrakt fiir 1 com Extrakt mach 2 Stunden 
in 2 Stunden in 4 Stunden Proz 
l 0 1,96 2.91 ~~ 
2 n4 1,33 2,19 30 
3 n/10 1,80 2,78 8 
4 n/100 1,87 2,80 4 


1) Weber (Zeitschr. f. phys. Chem. 145, 101, 1925) fand am Muskelbrei 
eine hemmende Wirkung des Fluorids auf den Schwund des praformierten 
Glykogens noch bis zu n/10000 NaF. Doch handelt es sich bei dieser 
Anordnung um die Hemmung der Milchsdurebildung. Nach Holmbergh 
(Zeitschr. f. phys. Chem. 184, 68, 1924) wird die Verzuckerung der Starke 
durch Leberamylase in n/10 und n/100 Fluoridlésung schwach gesteigert. 
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Ebensowenig wie durch Fluorid wird das hydrolytische Fer- 
ment durch Blausiure beeinfluBt. Gegen Lackmus neutralisiertes 
Natriumarseniat wirkt auf die Hydrolyse des Glykogens durch 
inaktivierten Muskelextrakt in den Konzentrationen 1/99 bis 1/2999 m 
nicht ein, wahrend nach Harden und Young") m/200 Arseniat 
die Glykogenvergarung von Hefesaft um das Vierfache zu steigern 
vermag. 

Das diastatische Ferment 148t sich durch Aceton aus dem 
wasserigen Extrakt als Pulver niederschlagen. Ein Acetonpulver 
aus Kaninchenmuskelextrakt, der bei 20° selbst weniger wirksam 
ist als Froschmuskelextrakt, gibt bei Wiederauflésung in Wasser 
eine Aktivitaét, die gegeniiber der des urspriinglichen Extrakts 
gesteigert ist. 

Versuch 16. 60mg Acetonpulver, in 2 ccm destillierten Wassers zer- 
rieben. Je 0,3 ccm = 9mg Acetonpulver entsprechen 0,27 ccm des ur- 
spriinglicheri Extrakts. 2 Proz. Glykogen, Zeit 90 Minuten, Temperatur 25°. 


Milligramm Glucosewert ohne Glykogen 1,17 mg, mit Glykogen 6,78 mg. 
Zubildung pro l ecm Ausgangsextrakt 20,8 mg. 


Die Aufspaltung anderer Polysaccharide. 


Da der Muskelextrakt mit etwa derselben Geschwindigkeit wie 
aus Glykogen auch aus Starke, Amylopectin, Amylose sowie Tri- 
hexosan Milchséure zu bilden vermag, war es von Interesse, die Wirk- 
samkeit der hydrolysierenden Fermente gegeniiber diesen Kohle- 
hydraten zu untersuchen. Aus der folgenden Tabelle II ersieht man, 
daB Trihexosan ahnlich stark wie Glykcgen hydrolysiert wird, dagegen 
Starke, Amylose und Amylopectin in geringerem Mafe. Auch hier 
wurde noch einmal der Einflu8 des Phosphaticns gepriift, indem 
je ein Versuchsansatz mit einer solchen Menge Phosphatpuffer 
(pu 6,45) versetzt wurde, daS die Phosphatkonzentration etwa 
der im Muskel urspriinglich vorhandenen entsprach. Hierdurch 
trat in allen Fallen eine Hemmung ein. Die Wirksamkeit der 
Starke war ebenso in zwei weiteren Versuchen nur 30 bis 70 Proz. 
der von Glykogen. 

Versuchsansatz fiir die T'abelle I. 

Extrakt aus 27 g Muskeln (Temporarien) in 30 ccm KCl. 

Pro Versuch je 0,4ccm Extrakt, dazu 0,3 ccm 2proz. Kohlehydrate, 
auf 0,8 ccm Gesamtvolumen ergénzt. 


m/15 Phosphat (pg 6,45) bzw. 0,9 proz. KCl, Temperatur 37°, Zeit 
60 Minuten. Der Reduktionswert ist fiir jedes Kohlehydrat zu Beginn sowie 
zum Schlu8 mit und ohne Phosphat bestimmt. 


1) A. Harden, Alcoholic Fermentation, 1914, 8S. 80. 
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Tabelle I. 





; Zubildung Auf 
Anfangswert |. Zubildung fiir 1 com Extrakt g Koh Shydaete 
Substrat fiir 1 ccm Extrakt fir ost. me + m/15 Phos- in Pros. der 


phat Giykegen- 
mg Glucose mg Glucose mg Glucose bydrolyse 

ae 0,76 0,29 mm 

Glykogen 0,76 5,68 100 

Starke 132 2:21 39 

Amylose 0,83 2,67 b 47 

Amylopectin 1,18 3,14 , 55 

Trihexosan 1,01 5,34 4,74 94 
Muskelextrakte, die durch Zerdriicken der Muskulatur in destilliertem 
Wasser statt in isotonischer Kaliumchloridlésung hergestellt waren, 
verhielten sich ahnlich. Die unter gleichen Bedingungen mit destilliertem 
Wasser bereiteten Extrakte besaBen eine etwa 10 Proz. béhere 
hydrolytische Wirksamkeit. Doch war die Ausbeute an Extrakt wegen 
der Quellung der Muskulatur geringer. Der Glucoseanfangswert war 
gegeniiber den mit KCl hergestellten Extrakten bis ums Doppelte 

erhéht. Vgl. hierzu die vorstehende Arbeit von O. Meyerhof. 


Uber die H ydrolysenprodukte des Glykogens bei der Spaltung des Muskelextrakts, 


Unter ,,Glucosewert“‘ war die Reduktionskraft der aus dem Glykogen 
gebildeten Kohlehydrate, bezogen auf Glucose, verstanden. Die Hydro- 


lyse des Glykogens geht aber nicht vollstandig bis zur Glucose, sondern 
bleibt zum Teil auf Zwischenstufen stehen. Einen Anhaltspunkt dafiir, 
wie weit die Hydrolyse geht, gibt der Vergleich zwischen Reduktions- 
kraft und optischer Aktivitét. Das Verhailtnis Drehungswinkel a : Glu- 
cosewert, das wir mit a’ bezeichnen, ist um so gréBer, je weniger weit 
die Hydrolyse vorgeschritten ist und je mehr héhere Saccharide mit 
hohem a und geringem Glucosewert vorliegen. 


Methodik. 

a’ wurde in dem von Eiwei8 und Glykogen befreiten Versuchs- 
ansatz oder in dem Dialysat hiervon bestimmt. Zur Bestimmung von 
a’ in der Versuchsfliissigkeit selbst wurde die Lésung durch Alkohol- 
zusatz auf 60 Proz. Alkohol gebracht. Hierdurch fallt der gréBte Teil 
der EiweiSkérper und das Glykogen aus. Die Fillung wird in einem 
aliquoten Teile des Zentrifugats durch Zusatz von verdiinntem, 
kolloidalem Eisenhydroxyd (ebenfalls in 60proz. Alkohol) vervoll- 
stiindigt, der Niederschlag ebenfalls abzentrifugiert und das Filtrat 
polarisiert. Ein aliquoter Teil der Lésung wurde auf dem Wasser- 
bad von Alkoho! befreit und der Reduktionswert nach Bertrand bestimmt. 
Durch die Fiallung mit Eisenhydroxyd in 60proz. Alkohol wird frischer, 
glykogenhaltiger Muskelextrakt, der unmittelbar nach Versuchs- 

30* 
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beginn mit Alkoho] versetzt ist, praktisch frei von optisch wirksamen 
Substanzen. Das Auftreten derselben ist also auf die allmahliche Hydro- 
lyse aus dem Glykogenzusatz zuriickzufiihren. 

Die Drehung bestimmten wir mit einem Lippich-Landoltschen 
Halbschattenapparat mit Metallfadenlampe und Monochromator von 
Schmidt und Haensch, der sowohl Makro- wie Mikropolarisations- 
einrichtung besaB. In der Regel wurde im 10-cm-Rohr beobachtet. 

Zur Dialyse benutzten wir leicht durchlassige Kollodiumhiilsen, 
die nach der Vorschrift von Brown") hergestellt waren. Sorgfiltig 
mit Chromschwefelsiure gereinigte Glasréhren wurden in horizontaler 
Lage unter langsamem Umdrehen mit einer Kollodiumlésung (Kahlbawm 
,zur Herstellung von Membranen fiir Dialyse“‘) iibergossen und die 
noch etwas nach Ather riechenden Hiilsen auf dem Rohre 10 Minuten 
lang in 70proz. Alkohol gestellt, dann fiir 10 Minuten in flieBendes 
Wasser gebracht und vom Rohre abgelist*). Die Hiilsen sind fiir 
Glykogen undurchlissig. 10 ccm einer 1 proz. Glucoselésung gaben in 
einer 12mm weiten Hiilse in einer Stunde 46 Proz. der Glucose an 
10 ccm AuB8enfliissigkeit ab, was einem nahezu vollstandigen Ausgleich 
(= 50 Proz.) entspricht. 

a’ kann in dem Extrakt selbst nach Falling mit Alkohol und 
Eisenhydroxyd nur mit gewissem Vorbehalt bestimmt werden, da es 
schwer festzustellen ist, in welchem MaBe einzelne hihere Saccharide 
bei der Fallung mitgerissen werden. Das Verfahren gestattet aber, in 
einfacher Weise den Reduktionsverlauf zu verfolgen. Dabei ergibt 
sich, daB die den Abbau zu den niedrigsten Kohlehydraten bewirkenden 
Fermentanteile am instabilsten sind®). 

Als Beispiel sei folgender Versuch angegeben: 

Versuch 16. 16,5 g¢ Muskeln in 40 ccm KCl, verwendet je 3,0 ccm 


Extrakt + 0,5 ccm 4proz. Glykogen. Der native Saft war nicht erwarmt, 
der inaktivierte vor dem Glykogenzusatz 15 Minuten bei 37°. 





: @ fiir uns Glucose- 
Zeit verdiinnten wert fiir 


Nr. Vorbehandlung Temp. | « gemessen “"E trakt om 
Stdn. berechnet mg 
la nativ *) 2 37° 0,018 — — -- 
lb | nativ Me 37 0,100 0,412 0,915 450° 
2c inaktiviert My 37 0,070 0,292 0,30 970 
3d nativ 4 20 0,030 0,122 0,41 302 
4e nativ 16 20 0,152 0,63 0,89 710 


*) Ohne Glykogenzusatz. 


1) Biochem. Journ. 9, 591, 1915 (Chem. Centralbl. 1916, II, 1102). 
2) Die genauere Vorschrift entnahmen wir Lundsgaard und Holbell, 
Hospitals Tidende 68, 849 und 866, 1925. Wir sind Herrn Lundsgaard fiir 
die briefliche Mitteilung dieser Methode zu Dank verpflichtet. 
%) Siehe Holmberg, 1. c. 
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Als Beispiel der Untersuchungen des Dialysats sei ein Protokoll wieder- 
gegeben (die mitgeteilten Zahlen stets auf die Konzentration des Dialysats 
umgerechnet). 

Versuch 17. 24 ¢ Muskeln in 25 cem KCl. Der Extrakt, 22 ccm, wurde 
15 Minuten bei 37,5° inaktiviert, dann mit 10 ccm einer 4proz. Glykogen- 
lésung 18 Stunden bei 20° stehengelassen, in drei Kollodiumhiilsen (etwa 
14mm Durchmesser) zweimal gegen insgesamt 45 cem 0,9proz. K Cl-Lésung 
dialysiert. 

a (l = 100) des Dialysats = + 0,52°, Glucosewert nach Bertrand fiir 
leem = 1,387 mg; daraus a’ = + 375°. 

Nach dreistiindiger Hydrolyse mit 2,2proz. HCl war a = + 0,205°, 
Glucosegehalt nach Bertrand 0,371°. Hieraus [a]p Glucose = + 55,4° 
(theoretisch 52,5°). 

20 ccm des nicht hydrolysierten Dialysats mit 0,25 g frischer Backerhefe 
iiber Nacht bei 37° vergoren. Das Dialysat wurde nach dem Zentrifugieren 
mit wenig kolloidalem Fe(OH), enteiweiBt (1 = 10cm). 

a der vergorenen Lésung = +-0,466°, Glucosewert nach Bertrand 0,756 mg. 
Hieraus berechnet sich fiir den aus dem Dialysat herausgegorenen Anteil 
ein a’ von etwa 80°, der sich danach aus Glucose und wahrscheinlich Maltose 
zusammensetzt. a’ des unvergorenen Anteils ist auf 616° gestiegen. 

Nach der Hydrolyse des vergorenen Dialysats ist a = + 0,145°, der 
Glucosegehalt 0,265 Proz., hieraus [a]p Glucose = -+ 54,8° (statt 52,5°). 


Die Untersuchung lehrt, daB ein grofer Teil der dialysabeln optisch 
wirksamen Substanzen unvergirbar ist und nach der Hydrolyse mit 


Salzsiure Glucose liefert. Die nihere Untersuchung dieser unvergir- 
baren Anteile geschah nach ihrer Uberfiihrung in Acetate. 


Methodik. 


Da bereits Vorversuche ergeben hatten, daB es sich bei den 
héheren Kohlehydraten, die dialysabel sind, zu einem erheblichen 
Teile um eine Substanz, die mit Alkohol fallbar war, handelte, so 
wurde zur Isolierung derselben wie folgt verfahren: etwa 50 Frésche 
(Temporarien), die seit 5 Monaten gehungert hatten, wurden in der 
Kalte pripariert, die Muskulatur, etwa 200g, durch eine gekihlte 
Fleischmaschine gegeben und der Muskelbrei mit etwa 400 ccm 0,9 proz. 
Kaliumchlorid bei 0° extrahiert. Der Extrakt wurde 15 Minuten bei 
37° inaktiviert, mit 100 ccm einer 4proz. Glykogenlésung versetzt und 
20 Stunden bei 20° stehengelassen. Dann wurde er in Dialyseschliuche 
eingefiillt, die Aufenfliissigkeit wurde zweimal gewechselt, das Dialysat, 
inegesramt 600 ccm KCl-Lésung, wurde mit Bickerhefe vergoren und 
enteiweiit, hierauf die Flissigkeit bei 50 bis 60° mit einem Féhn auf 
den 15. Teil ihres Volumens eingeengt , dann 60proz. alkoholisch gemacht, 
der stickstoffhaltige Niederschlag verworfen, die Léisung in einem 
Mérser zur Trockne eingeengt und der hygroskopische Riickstand 
pulverisiert. 
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Die Isolierung des Acetats geschah folgendermafen: Der véllig 
trockene Riickstand blieb ohne weitere Reinigung mit frisch destilliertem 
Pyridin und Essigsiureanhydrid (8 : 5) 24 Stunden bei Zimmertemperatur 
stehen. Die Lésung der Acetate wurde auf Eis gegossen, die aus- 
gefallenen Acetate mit destilliertem Wasser gewaschen und feucht in 
etwa 85proz. Alkohol gelist, da die Acetate in schwach verdiinntem 
Alkohol leichter léslich sind als in stirker konzentriertem oder ver- 
diintem. Dann wurde filtriert, in Wasser gewaschen, der Niederschlag 
im Exsikkator getrocknet und in wenigen Kubikzentimetern Benzol 
gelést. Der lésliche Anteil wird nach dem Entfairben mit Tierkohle 
und nach dem Filtrieren auf der Zentrifuge durch ein Asbestfilter in 
etwa die 20fache Menge Benzin gegossen (Kp. 50 bis 60°); der mit 
Benzin gewaschene Niederschlag getrocknet und in 96proz. Alkohol 
in der Warme gelést. Es wird auf 0° abgekiihlt, sehr schnell zentrifugiert 
und von der alkoholischen Lisung abgegossen. Der in Benzol geléiste 
Riickstand wird wieder mit Benzin umgefillt und im Schwefelsaure- 
exsikkator véllig getrocknet. Diese Reinigung wird wiederholt, bis 
die einzelnen alkoholischen Fraktionen in Campher dieselbe Gefrier- 
punktserniedrigung geben. 


Zur Darstellung der Saccharide aus den Acetaten wurden etwa 
100 mg Acetat mit 2 Tropfen absolutem Alkohol angefeuchtet und 
mit 1 ccm einer gesiattigten, klar zentrifugierten Lésung von Kalilauge 
in absolutem Alkohol versetzt. Nach zweistiindigem Stehen wird der 
Niederschlag abzentrifugiert, zweimal mit wenig Alkohol gewaschen, in 
wenig Wasser gelést, mit Essigsiure genau neutralisiert, mit Tierkohle 
gereinigt und das Kohlehydrat zweimal mit Alkohol umgefallt und 
gut mit absolutem Alkohol gewaschen. 


Die Ausbeute an Kohlehydrat bei dem hier beschriebenen Ver- 
fahren wird am besten, wenn die Muskulatur im Moérser zerdriickt 
wird. Sie betrug aus 25g Muskeln unter Zugabe von 0,4g Glykogen 
etwa 20 bis 25 mg der reinen Acetylverbindung. Das Zerkleinern der 
Muskulatur in der Fleischmaschine verschlechtert die Ausbeute nicht 
unwesentlich, die dann aus 200 g Froschmuskulatur nur etwa 120 mg 
betrug. Diese Ausbeute wurde in drei Versuchen mit je 200 bis 
250 g Muskulatur mit hungernden Winterfréschen erhalten, wahrend 
in einem ‘weiteren Versuch mit Sommerfréschen nur 40 mg der Acetyl- 
verbindung isoliert werden konnten, aus Kaninchenmuskelextrakt noch 
weniger. Zum Teil scheint die Verschlechterung der Ausbeute auf 
Verunreinigung mit dextrinartigen Stoffen zu beruhen, die besonders 
groB bei sehr durchlassigen Membranen ist. Diese wurden nach der 
Behandlung der in Alkohol leichter léslichen Anteile der Acetate mit 
alkoholischer Kalilauge und Fallen der wiisserigen Lisung mit Alkohol 
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als gummiartige Stoffe erhalten, die Jod nicht zu farben vermochten. 
Sie sind demnach als Achroodextrine anzusprechen?). 

Die Dialysate von Muskelextrakt ohne Glykogenzusatz weisen 
nur eine ganz geringfiigige Drehungsiinderung auf. Sie war im 10-cm- 
Rohr nur etwa + 0,01 bis 0,02, kommt also gegeniiber der Hydrolyse 
zugesetzten Glykogens nicht in Betracht. Die analytische Untersuchung 
der Acetylverbindung und des freien Saccharids spricht auf Grund der 
Molekulargewichtsbestimmungen des Acetats in Campher sowie des 
freien Kohlehydrats in Wasser nach der Methode von Barger-Rast fir 
das Vorliegen eines Kohlehydrats, das vielleicht mit der von Pringsheim®) 
aus Amylopectin und Glykogen durch Abbau mit konzentrierter Salz- 
siure erhaltenen Amylotriose identisch ist. Ich verglich die Acetyl- 
verbindung sowie das Saccharid mit einer von Herrn Professor Prings- 
heim erhaltenen a-Hendekaacetylamylotriose, aus der die freie Amylo- 
triose hergestellt wurde). 

Untersuchung der Acetylverbindung. Molekulargewichtsbestimmung 
nach Rast in Campher*). Fiir diese Messung, die auf der Gefrierpunkts- 
depression des Camphers durch die Substanz beruht, werden beide 
Verbindungen in Schmelzpunktsréhrchen eingewogen. Dank der 
groBen molekularen Gefrierpunktsdepression des Camphers (4 = 40°) 
kann die Ablesung der Temperatur im Schwefelsiurebad mit 1/,.°-Ther- 
mometer erfolgen. 

0,831 mg Substanz, 3,915 mg Campher, 4 = 8,4°, M. gef. 1010, ber. fiir 
CyH5,O., 966,4. 

Molekulargewichtsbestimmung der 11-Acetylamylotriose (Pringsheim), 

0,191 mg Substanz; 3,810 mg Campher. 4 1,96°, M. 1020. 

Bestimmung der optischen Drehung der Acetylverbindung von 
mehreren Praéparaten in Chioroform. 

c 0,834 Proz.; 1 = 50mm; a = + 0,530°. 

(a)p = + 127°. 

(a)}} der 11-Acetylamylotriose in Chloroform = + 125°. 

CH-Analyse der Acetylverbindung’°). 

4,792 mg Substanz, 8,570 mg CO,, 2,45mg H,O. Gef. C 48,78 Proz., 
H 5,72 Proz., ber. fiir CyH,,0,, C 49,67 Proz., H §,63 Proz. 


Bestimmung der Acetylgruppen in der Acetylverbindung. 


21,4 mg Substanz werden in 4ccm Alkohol gelést, mit 5ccm n/10 
wisseriger Kalilauge versetzt und die Lésung nach vierstiindigem Stehen 


1) Tollens, Handb. d. Kohlehydrate 1914, 8.512; Pringsheim, Die 
Polysaccharide 1923, S. 156ff. 

2) Chem. Ber. 57, 1581, 1924. 

8) Ich danke Herrn Professor Pringsheim auch an dieser Stelle fiir die 
Uberlassung der Substanz sowie fiir eine Reihe freundlicher Ratschlage. 

4) Chem. Ber. 55, 3727, 1922. 

S, Ausgefiihrt von der ,,Feinchemie G. m. b. H.* Tiibingen. 
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bei Zimmertemperatur mit n/10 HCl und Phenolphthalein als Indikator 
zuricktitriert. 

Vorgelegt ......... . 500ccem n/10 KOH 

Verbraucht ........ . 2,70cem n/10 HCl 

Zur Verseifung verbraucht. . . 2,30cem n/10 KOH = 9,90 mg Acetyl! 


Ber.: Acetyl fiir 11-Acetylamylotriose 48,97 Proz. 
Gef.: 46,2 Proz. 
Die titrierte Lésung wurde mit dem zehnten Teil ihres Volumens an 
25proz. HCl versetzt und 3 Stunden im Wasserbad erwarmt. 
Die Zuckerbestimmung nach Bertrand ergab 12,0 mg Glucose. 
Ber.: 46,4 Proz. 
Jef.: 45,2 Proz. 


Untersuchung des freien Saccharids. 


Molekulargewichtsbestimmung [Methode: Barger- Rast]'). 

Prinzip: Die Lésung der Substanz wird in einer Kapillare mit 
einer durch eine Luftblase abgetrennten bekannten Lésung von 
variierter Konzentration auf Isotonie hin verglichen durch Messung 
der Verschiebung der Menisken unter dem Mikroskop mit einem 
Okularmikrometer. 

2,834 mg Substanz wurden in 221 mg Wasser gelést. c = 1,286 Proz. 
Die Lésung war bezogen auf das Molekulargewicht eines Trisaccharids 
(= 504) 0,0255n. Verglichen wurde gegen drei Glucoselésungen, die 
1. 0,0295 n, 2. 0,0253n, 3. 0,0221 n waren. 

Nach viertagigem Ausgleich des Dampfdrucks (bei 38°) erwies sich die 
Trisaccharidlésung als hypertonisch gegeniiber der Glucoselésung 1., die 
als isotonisch einem Molekulargewicht von 584 entsprochen hatte, als hypo- 
tonisch gegeniiber der Lésung 3. (Molekulargewicht 437) und als etwas 
hypertonisch gegen Lésung 2. (Molekulargewicht 501). 

Ber.: fiir Amylotriose M,. = 504. 
Gef.: M. = etwa 480. 

Bestimmung der optischen Drehung des Saccharids in Wasser 
c = 0,75 Proz., | = 50mm, a= + 0,516°. 

(a) = + 137,5°. 

(a)? Amylotriose (aus Amylopectin und Glykogen) = + 124°*). 


Bestimmung der Reduktionskraft des Trisaccharids nach Bertrand. 


17,61 mg Substanz entsprachen der Reduktionskraft von 1,71 mg 
Glucose (17,61 mg Substanz + 5,0 mg Glucose = 13,93 mg Cu = 6,71 mg 
Glucose). Die Reduktionskraft von 19,5 mg d-Maltose, zusammen mit 
5,0 mg Glucose reduziert, entsprach 53,5 Proz. derjenigen von Glucose. 
Daraus ergibt sich die Reduktionskraft des Trisaccharids = 9,7 Proz. der 
Glucose oder 18,1 Proz. der Maltose, entsprechend die Reduktionskraft 
der Amylotriose von Pringsheim aus Amylopectin = 22 Proz. der Maltose, 


1) Rast, Chem. Ber. 54, 1979, 1921. 
2) Pringsheim, 1. c. 
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aus Glykogen = 26 Proz. der Maltose. Zuckerbestimmung nach vier- 
stiindiger Hydrolyse mit 2,2proz. Salzsiure nach Hagedorn-Jensen: 
0,297 mg Substanz entsprachen 0,311 mg Glucose, berechnet fiir ein 
Trisaccharid der Glucose 0,318 mg. 

Das hier isolierte Saccharid wird ebenso wie die Amylotriose von 
dem genuinen Muskelextrakt nicht mehr in Milchsdiure gespalten. 
Dies ist auch nicht nach Zusatz des Aktivators aus Hefe (s.O. Meyerhof, 
,,Naturwiss.* 14, 756, 1926) der Fall, durch den Glucose zur raschen 
Spaltung veranlaSt wird. Wir haben es also mit einem Stabilisierungs- 
produkt zu tun, das nicht selbst auf dem Wege des Abbaues gelegen 
ist, sondern bei dem Zerfall des Glykogens bzw. seines Grundkérpers 
Trihexosan (Pringsheim) dann auftritt, wenn man durch rasche Dialyse 
fiir die Abtrennung der Zerfallsprodukte des Glykogens von dem un- 
dialysablen Ferment Sorge triagt und ferner durch Erwirmen des 
Extrakts ihm jede Fahigkeit zur Phosphorylierung der Spaltprodukte 
des Glykegens nimmt. 

Als allgemeines Ergebnis laBt sich das Folgende feststellen: Bei 
Verwendung nicht allzu permeabler Membranen besteht der grébte 
Teil der beim diastatischen Abbau des Glykogens gebildeten dialysablen, 
unvergirbaren Kohlehydrate aus einem Saccharid, das sowohl im freien 
Zustand wie auch als Acetat eine groBe Ahnlichkeit mit der Amylo- 
triose von Pringsheim besitzt, die von ihm bei dem Salzsiureabbau 


des Glykogens und des Amylopectins erhalten wurde. Ein direkter 
Beweis fiir die Identitat des biologisch gebildeten Hydrolyseprodukts 
mit dieser Amylotriose und fiir das Vorliegen eines Trisaccharids lief 
sich aber wegen der zur Verfiigung stehenden geringen Substanzmenge 
nicht fiihren. Dazu steht unter anderem auch die Untersuchung der 
Spaltprodukte dieser Verbindung gegeniiber einigen spezifischen 
kohlehydratspaltenden Fermenten aus. 








Uber die enzymatische Milchsiurebildung im Muskelextrakt. 


II. Mitteilung: 
Die Spaltung der Polysaccharide und der Hexosediphosphorsiure. 


Von 


Otto Meyerhof. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 6. Oktober 1926). 


Mit 7 Abbildungen im Text. 
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Zusammenfassung 


I. Spaltung der Polysaccharide in Milchsiure. 


Die auffalligste Erscheinung, die das milchsiurebildende Ferment 
in Lésung bietet, ist sein differenzierendes Verhalten gegeniiber ver- 
schiedenen Kohlehydraten, die man daraufhin in vier Gruppen teilen 
kann: In die erste Gruppe gehéren diejenigen, die gegeniiber dem 
Ferment véllig bestandig sind; diese umfaBt zweifellos die zahlreichsten 
Verbindungen, von denen hier nur Galaktose und Saccharose genannt 
seien. Zur zweiten Gruppe gehdren die Kohlehydrate, die nur von ganz 
frischen Saften oder unter Zusatz einer besonderen Aktivatorsubstanz 
glykolysiert werden. Hierher gehéren die drei girfihigen Zucker: 
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Glucose, Fructose und Mannose, sowie die in schwiicherem MaBe spalt- 
bare Maltose'); dann eine dritte Gruppe, die von geeignet hergestellten 
Extrakten ohne weiteres fiir mehrere Stunden mit annahernd konstanter 
Geschwindigkeit gespalten wird: die Polysaccharide, sowie die nicht 
kolloiden anhydrischen Abkémmlinge, die bei ihrer chemischen Zer- 
legung entstehen (Dihexosan, Trihexosan); als vierte Gruppe schlieBlich 
die Hexosephosphorsauren, die noch unter Bedingungen spaltbar sind, 
unter denen die Polysaccharide stabil bleiben. In der vorliegenden Arbeit, 
die sich an die erste Mitteilung tiber unser Thema anschlieBt, werden 
nur die beiden letzten Gruppen betrachtet. Die Spaltung der zweiten 
Gruppe, der Hexosen, soll im Zusammenhang mit dem Reaktionsverlauf 
der alkoholischen Garung im HefepreBsaft, mit dem sie groBe Ahnlich- 
keit hat, in einer spiteren Arbeit behandelt werden. 


DaB das Spaltungsvermégen des Muskelgewebes selbst gegen- 
tiber verschiedenen Kohlehydraten groBe Unterschiede aufweist, ist 
vor allem durch F. Laquer*) gezeigt worden. Wiahrend es, wie friiher 
von mir beschrieben*), gelingt, bei 14 und 20° zugesetztes Glykogen, 
Glucose und Hexosephosphorsiure in nicht sehr verschiedenem Umfang 
durch in Phosphat suspendierte zerkleinerte Muskulatur in Milchsaéure 
zu zerlegen, nachdem das priformierte Kohlehydrat zersetzt ist, wies 
F. Laquer nach, daB bei 45° Hexosephosphorsiure und Glykogen 
eine betrichtliche Uberlegenheit iiber die Glucose aufweisen. Die 


gleiche Trennung der Glykogen- und Glucosespaltung konnte auch 
durch wiederholtes Gefrieren des Gewebes in fliissiger Luft erreicht 
werden. 


Der Muskelextrakt, insbesondere der mit KCl-Lésung hergestellte 
Extrakt aus Froschmuskeln, verhilt sich nun gerade so, wie das durch 
wiederholtes Gefrieren geschidigte Gewebe: wihrend er die Poly- 
saccharide zersetzt, ist er gegeniiber den drei girfihigen Hexosen 
nahezu wirkungslos. Dies ist allerdings zum Teil durch die Extraktions- 
bedingungen verusacht, denn mit destilliertem Wasser hergestellter 
Froschmuskelextrakt in frischem Zustand, noch besser aber Kaninchen- 
muskelextrakt, kann auch spontan Glucose spalten, eine Fahigkeit, 
die er jedoch viel rascher als das Vermégen der Glykogenspaltung 
verliert. In jedem Falle ergibt sich, daB die Zerfallsprodukte des Gly- 
kogens viel leichter als die a, B-Glucose glykolysiert werden. Es geniigt, 
aus zahllosen derartigen Versuchen ein einziges Beispiel mit KCl- 
Extrakt anzufiihren [die Methoden, die Bezeichnung und Berechnung 


1) Vorl. Mitteil. Naturwiss. 14, 756, 1926. 

*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 116, 169, 1921; 122, 26, 1922; 124, 211, 
1923. 

8) Pfliigers Arch. 188, 114, 1921. 








— 
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der Versuche stimmt mit den in der vorhergehenden Arbeit!) benutzten 
iiberein]. 
Versuch 1. 23. Dezember 1925. Je 0,4 ccm frischer Extrakt auf 0,6 


+4 ; . 
—- 3,1 in 60 Minuten 


verdiinnt. Verdiinnung ; 
, 


ohne Zusatz. ....... . . 0,024mg Milchsaéure 
mit 0,2 Proz. Glucose. . .. . . 0,020 ,, oe 
mit 0,35 Proz. Glykogen ... . 0,355 ,, » 


(Wirksamkeit ,,w‘*: 1,75 mg Milchsaéure.) 


Es gibt aber auBer Glykogen und Starke noch eine Reihe von 
Substanzen, die ebenso leicht wie diese gespalten werden. Es sind dies 
die Starkebestandteile Amylose und Amylopectin, ferner Trihexosan 
und Dihexosan (ersteres von Pictet aus Amylopectin, von Pringsheim 
auBerdem aus Glykogen gewonnen, letzteres von Pringsheim aus 
Amylose dargestellt). Ein genauer Vergleich der UmsatzgréBen bei 
verschiedenen K onzentrationen lehrt, daB, von unvermeidlichen Schwan- 
kungen abgesehen, die Glykolysegeschwindigkeiten fiir die genannten 
Stoffe jedenfalls in mittleren Konzentrationen gleich sind; in héheren 
Konzentrationen wirkt das Glykogen schwiacher, was wahrscheinlich 
auf Verunreinigungen der Priparate zuriickzufiihren ist. (Auch die 
etwas schwiachere Wirkung des Dihexosans ist vermutlich durch Ver- 
unreinigung verursacht. Denn ein besser gereinigtes und vollstandig 
lésliches Praparat zeigte nur noch einen geringen Wirkungsunterschied, 
wihrend ein anfangs benutztes unreines in seiner Wirkung erheblich 
gegen die anderen Stoffe zuriickblieb.) Die Gleichheit der Wirkung 
dieser Substanzen, die auch gegeniiber beliebig verainderten oder ge- 
schwachten Fermentijsungen bestehen blieb, stiitzt aufs starkste die 
Annahme Pringsheims*), daB das bei der chemischen Zerlegung und 
fermentativen Aufspaltung des Glykogens entstehende Trihexosan sich 
direkt aus dem Grundkérper des Polysaccharids bildet, so daB im 
Falle der genannten Verbindungen es dasselbe Substrat ist, das durch 
das glykolytische Ferment angegriffen wird. Hierfiir spricht auch weiter 
die in einer vorangehenden Arbeit von K. Lohmann *) gemachte Fest- 
stellung, daB beim Abbau des Glykogens durch Muskelextrakt Spalt- 
produkte durch rasche Dialyse gewonnen werden kénnen, die vermutlich 
mit der Amylotriose von Pringsheim identisch sind. Das Verhalten der 
Hexosane bildet einen auffalligen Unterschied gegeniiber den Zuckern, 
die aus ihrer Aufspaltung unter Wassereintritt entstehen, der Amylobiose, 


1) Diese Zeitschr. 178, 395, 1926. 

*) Zusammenfassung Naturwiss. 18, 1084, 1925; Handb. d. prakt. u. 
wissensch. Pharm. 1925, 8S. 852. 

3) Diese Zeitschr. 178, 444, 1926. 
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der Amylotriose und der Glucosidomaltose'). Diese werden nicht an- 
gegriffen, auch nicht von aktiviertem Extrakt. Ebenso wirkungslos 
sind die von Schardinger entdeckten, von Pringsheim naher studierten 
kristallisierten Dextrine oder Polyamylosen'), die Di-, Tri-, Tetra-, 
a-Hexa- und f-Hexaamylose. Die Di- und Tetraamylose sind schon 
von Laquer am Muskelbrei gepriift; ebenso unwirksam erwies sich 
die ganze Reihe auch gegeniiber ,,aktiviertem“ Muskelextrakt, durch 
den die Glucose rasch in Milchsiure gespalten wird?). (Nur Diamylose 
stand mir nicht zur Verfiigung). 

Die itibereinstimmende Wirksamkeit der Hexosane und Polysaccha- 
ride geht aus den folgenden Beispielen hervor. 


Versuch 2. 12. Januar 1926. Je 0,4ccem Extrakt (10,7 ¢ Muskeln 
- 15 KCl), auf 0,7 cem verdiinnt geben in 1'/, Stunden: 


Se eee ee ee . 0,37 mg Milchséure 
| ne ee . 0,30 ,, ” 

G2 «= Smee. . << o2 2% . 0,33 , 

0,2. ,, Amylose (unvolistandig gelést) . . 0,26 , 

oo (4° “SP ee, Se . Sires OR 

Oi: Eee ice cacese’ os s« OS OS - 


Versuch 3. 13. Januar 1926. Je 0,4cem Extrakt (16,6 g¢ Muskeln 
+ 24 KCl), auf 0,7 cem verdiinnt in 64 Stunden: 





Milchsaure mit 


Milchsaure Phosphatzusatz 
meg mg 
ae ee 0,03 —_ 
0,2 Proz. Glykogen ...... 0,73 1,10 
0.2 " Trihemomam ..... 0,90 1,00 


Die Abhangigkeit der Glykolysegeschwindigkeit von der Kon- 
zentration ist fiir die sechs genannten Polysaccharide in der folgenden 
Ubersicht angegeben (Tabelle 1) und in Abb. 1 dargestellt. Die Kurven 
sind aus verschiedenen Versuchen derart kombiniert, daB die Umsatz- 
gréBe fiir 0,2 Proz. Leberglykogen vom Kaninchen = 100 gesetzt ist. 
Da in einzelnef Versuchen als Vergleichssubstanz nicht Glykogen, 
sondern Starke diente, so sind diese Werte umgerechnet, indem 0,2 Proz 
Starke = 100, 0,75 Proz. Starke = 125 gesetzt wurde. Infolge der 
Kombination der Werte aus verschiedenen Versuchen ist eine gewisse 
Streuung der Resultate verstindlich. Von Dihexosan wurde nur das 
zweite gereinigte Priparat verwandt. 


1) Pringsheim und Langhans, Berl. Ber. 45, 2523, 1921; Pringsheim 
und Steingréber, ebendaselbst 57, 1579, 1924. 

2) Herrn Professor Pringsheim bin ich fiir Uberlassung der genannten 
Verbindungen, der Hexosane, Polyamylosen und anderer Staérkezucker, zu 
groBem Dank verpflichtet. 
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Tabelle I. 
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Milchsdure auf 0,4 ccm Extrakt. 





Abhangigkeit der Spaltungsgeschwindigkeit der Polysaccharide 
von der Konzentration. Die angegebenen Zahlen sind emm CO, = 0,004 mg 





Nr. 


Abb. 1. Glykolysegeschwindigkeit der Polysaccharide bei wechselnder Konzentration. Umsatz- 
gréBe von 0,2 Proz. Leberglykogen = 100 gesetzt. © Amylose 
Die Kurve fiir Amylose ist ausgezogen. 
Werte vgl. Tabelle 1. 


A Dibexosan. 
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Die Glykolysegeschwindigkeit steigt bis 0,2 Proz. stark mit der 
Konzentration an, betragt bei 0,5 Proz. im allgemeinen noch 30 bis 
50 Proz. mehr als bei 0,2 Proz. Dariiber andert sie sich nicht mehr. 
Nur fiir Glykogen stieg die Geschwindigkeit iiber 0,2 Proz. in der Regel 
nicht mehr an, was jedoch méglicherweise auf einer Hemmung durch 
Verunreinigungen des Priparats beruht. 


II, Spaltung der Hexosediphosphorsiure in Milchsiure. 


Ehe auf die Veresterung des anorganischen Phosphats bei der 
Polysaccharidspaltung eingegangen wird, sei noch der Zerfall der 
Hexosediphosphorsaiure naher betrachtet. Die Spaltung der Hexose- 
diphosphorsaure in frischem, stark wirksamem Extrakt ist in der ersten 
Stunde etwa ebenso groB wie die der Polysaccharide, sinkt aber dann 
mehr und mehr ab. Dieses Absinken ist zum Teil durch Verringerung 
der Konzentration, bei verhaltnismaBig groBem Anfangsgehalt an 
Hexosephosphat wohl auch durch die Anhiufung von anorganischem 
Phosphat iiber das Optimum hinaus verursacht; schlieBlich ist auch 
das allmahliche Nachlassen der allgemeinen Aktivitat des Ferments 
hierbei zu beriicksichtigen. Indes ist es nicht unwahrscheinlich, dab 
die erhéhte Anfangsgeschwindigkeit auf besonderen Umstanden beruht, 
insbesondere der Fahigkeit des frischen Extrakts, eine gewisse Menge 
Hexosediphosphorsaure in einen aktiven Zustand zu iiberfiihren, wie 
er spiterhin fiir das Intermediarprodukt der Kohlehydratspaltung als 
wahbrscheinlich postuliert wird. Im Verlauf mehrerer Stunden itiber- 
trifft die Geschwindigkeit der Stirke- und der Glykogenspaltung die 
des Phosphorsiureesters. Oft kommt diese nach etwa 2 Stunden an- 
nahernd zum Stillstand, wenn nur etwa die Hialfte umgesetzt ist, wahrend 
die Spaltung des Glykogens und der Starke tgi Uberschu8 an Phosphat 
4 bis 5 Stunden gut fortschreiten kann. Fiir die Versuche diente teils 
Magnesiumhexosephosphat von Bayers Farbwerken, teils hieraus 
gewonnenes, iiber das Blei- und Bariumsalz gereinigtes Natriumhexose- 
phosphat'). Zwischen den Priaparaten ergab sich kein Unterschied. 

Fiir einen Extrakt mittlerer Wirksamkeit ist der Verlauf der 
Spaltung von Stirke und Hexosephosphat (Magnesiumsalz) in der 
Abb. 2 angegeben (korrigiert fiir Abspaltung des Phosphats). Auch 
hier sieht man, daB ganz zu Anfang die Milchsiurebildung des Hexose- 
phosphats schneller verliuft, daB sich aber dann das Verhiltnis ver- 
schiebt. (Da das Magnesium selbst die Glykolysegeschwindigkeit 
etwas steigert, wird zum Vergleich zu dem Stirkeversuch eine ent- 
sprechende Menge MgCl, hinzugegeben.) 


1) Siehe O. Meyerhof und J. Suranyi, diese Zeitschr. 178, 427, 1926. 
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Das Verhiltnis der UmsatzgréBen von Glykogen und Hexose- 
phosphorsaure kehrt sich in schlechter wirksamem Extrakt, insbesondere 
beim Stehen desselben ohne Zusatz, vollstandig um: die Spaltungs- 
geschwindigkeit der Hexosediphos- 
phorsiure bleibt im Vergleich zu 
neu hergestelltem Extrakt unver- 


07 


? 





‘ andert, wihrend die der Starke und 
4 des Glykogens stark sinkt. 
- Diese verschiedene Stabilitat 
7" kann leicht zu einer vollstandigen 
= Trennung des hexosephosphorsiure- 
y spaltenden Ferments von dem 


S 
% 


polysaccharidspaltenden benutzt 
werden. Diese Trennung kann 
geschehen: 
60’ a) durch bloBes Aufbewahren 
des Extrakts. Ein 24 Stunden 
Verlauf der Milchsiurebildung aus lang auf Eis gehaltener Extrakt 
Stirke und ya aaa in kann noch Hexosediphosphorsiure 
Cut a Sie, glatt spalten, wihrend er den 
<—— = Mg-Hexosephosphat. Polysacchariden gegeniiber unwirk- 
sam geworden ist; 


b) durch 15 Minuten langes Erwirmen des Froschmuskelextrakts 
auf 37°. Das Spaltungsvermégen gegeniiber Hexosephosphorsiure 
wird nur schwach beeintrichtigt, gegeniiber den Polysacchariden 
vernichtet ; 

c) durch Entfernung des Coferments. Von Coferment befreiter 
Extrakt spaltet Hexosediphosphorsiure mit derselben Geschwindigkeit 
wie nach Zugabe desselben, wihrend die Spaltung des Glykogens, 
wie schon in der vorigen Arbeit gezeigt, nur in Gegenwart von Co- 
ferment méglich ist. Ubrigens beruht die Trennung nach a) und b) 
nicht auf Schidigung des Coferments, sondern auf der verschiedenen 
Stabilitat der Enzyme selbst. Allerdings ist dieser Unterschied, wenn 
auch erheblich, so doch nur graduell; durch ein halbstiindiges Er- 
wirmen auf 37° wird auch bereits das hexosephosphatspaltende 
Ferment geschidigt, weiter wird es nach Entfernung des Coferments 
annihernd so temperaturempfindlich wie die Spaltung der Poly- 
saccharide. 

Den Einflu8 des Erwirmens zur Abtrennung der Hexosephosphat- 
spaltung zeigen die beiden folgenden Beispiele: 


S 


S 


Abb. 2 


Versuch 4. 16. Februar 1926. Je 1,6ccm Extrakt (24,5 g¢ Muskeln 
+ 32 KCl) auf 3 ccm verdiinnt in 3 Stunden: 











' 
; 

{ 
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Pee any j Anderung 
. , (korrigiert fur anorganische 
Nr. Zusatze Veresterung) Phosnborsiure 
meg me 
l eT ee eee 0,15 +- 0,325 
2 | 0,25 Proz. Glykogen... . 2.65 — 013 
3 025 . ‘ Saft 
15 Min. bei 37° .... 0,07 + 0,325 
4 0,25 Proz. Hexosephosphat 2,87 + 2,6 
5 02 . ‘ 
Saft 15 Min, bei 37° . . 2,37 + 2,25 


(Da bei der Spaltung des Hexosephosphats aquimolekulare Mengen 
Milchsiure und Phosphorsiure entstehen, so miissen die (fiir Milch- 
siureretention korrigierten) Manometerausschlage entsprechend der 
Berechnung der vorigen Arbeit mit 1,33 multipliziert werden.) 

Aus dem Versuch sieht man, daB ohne Zusatz waihrend 3 Stunden 
0,325 mg anorganische Phosphorsiure abgespalten wird. Genau der 
gleiche Betrag wird aber in Nr. 3 durch 15 Minuten langes Erwirmen 
auf 37° frei. Es entspricht dies dem nahezu vélligen Zerfall ces pri- 
formierten Esters (Lactacidogen), ein Zerfall, der immer eintritt, wo 
das polysaccharidspaltende Ferment durch physikalische Einwirkungen 
verschiedener Art inaktiviert wird’). 


Versuch 5. 18. Februar 1926. Je 0,4cem Extrakt (20,3 ¢@ Muskeln 
-+- 26 KCl auf 0,7 cem verdiinnt) Umsatz in 3 Stunden: 


1. ohne Kohlehydratzusatz ..... . . . 0,06 mg Milchséure 
3. mit 0,25 Pros. Séivke .......-.. . O88 
.*. eee Starke, vorher 15 Minuten 

beh BP OW CW a oe re Oe .. 
4. mit 0,25 Proz. Starke, vorher 15 Minuten 

_ Pear ae ee ee se es 
5. mit 0,25 Proz. Mg-Hexosephosphat .. . 0,62 ,, 
6. mit 0,25 Proz. Mg-Hexosephosphat, vorher 

16 Raten Wel OTe 2 iw sw 8 es OOS 
7. mit 0,25 Proz. Mg-Hexosephosphat, vorher 

6 ten Bel GP ew eo ws OF. 


Aus dem letzten Versuch ergibt sich, daB bei 15 Minuten langem 
Erwarmen auf 50° auch das hexosephosphatspaltende Ferment zerstért 
wird. Andererseits wird die Spaltung des Hexosephosphats auch 
stark verringert, wenn man sie selber bei 37° miBt, besonders wenn 
der Extrakt schon vor Zusatz des Esters erwirmt wurde. Es liegt das 
an der schon oben erwihnten zunehmenden Schidigung des ester- 
spaltenden Ferments bei /aéngerem Erwiirmen auf 37°. 


1) Nach Embden zerfallt in zerkleinerter Muskulatur das Lactacidogen 
bei Zusatz von Bicarbonat langstens in 2 Stunden bei 45°. 
Biochemische Zeitschrift Band 178 31 
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Die Entbehrlichkeit des Coferments fiir die Spaltung der Hexose- 
phosphorsaure und den EinfluB des Erwirmens auf die Esterspaltung 
nach Entfernung des Coferments zeigt der folgende Versuch 6. Die 
Freiheit des gepriiften Extrakts von Coferment wird durch Vergleich 
der Starkespaltung mit und ohne Zusatz von cofermenthaltigem K och- 
saft festgestellt. 


Versuch 6. 3. Marz 1926. 19g Muskeln mit 24ccm KCl: Extrakt I. 
Riickstand zweimal mit viel KCl-Lésung gewaschen, zum vierten Male mit 
15ccem KCl zerdriickt (Extrakt IV). Je 0,4 cem Extrakt IV auf 0,9 cem 
aufgefiillt. 


l. mit 0,22 Proz. Starke ....... . . 0,00mg Milchsaéure 
i oc no Starke + 0,3ccem Koch- 
See he eo 6 eee eee ee we se oe Se eee ee »» 
3. mit 0,22 Proz. Mg-Hexosephosphat (ohne 
DS Sina ane’ Got iaely 1 OR o» 
4. mit 0,22 Proz. Mg-Hexosephosphat, vorher 
Ree DOR Be? 6 ts wis ts ou pe = OOS ., 


Die gleichen Mengen, nach 24stiindigem Stehen des Extrakts IV in Eis, 
Umsatz in 60 Minuten. 


5. ohne Kohlehydrat, mit 0,3 cem Kochsaft I 0,015 mg Milchséure 
6. mit 0,22 Proz. Mg-Hexosephosphat (ohne 


“a ee 6 2 ee 6 ets ees CAS 
7. mit 0,22 Proz. Mg -Hexosephosphat 
+ 0,8cem KochsaftI ........ . 0,20 


Aus der zweiten Hilfte des Versuchs 6 ergibt sich, daB die Wirksam- 
keit des Extrakts gegeniiber Hexosephosphat auch in 24 Stunden noch 
nicht erloschen, wenn auch stark gesunken ist. (Die steigernde Wirkung 
des Kochsaftes in diesem Falle diirfte nicht auf Rechnung des Coferments 
kommen.) Da, wie weiter unten gezeigt wird, die Veresterung der 
Polysaccharide ein notwendiger Schritt zu ihrem Zerfall in Milchsaure 
ist, erweist die Entbehrlichkeit des Coferments fiir die Spaltung der 
Hexosephosphorsiure und seine Unentbehrlichkeit fiir die Spaltung 
der sonstigen Kohlehydrate, daB das Coferment eben an dieser Ver- 
esterung und offenbar allein an dieser beteiligt ist. Dies war als Ver- 
mutung schon friiher ausgesprochen'). Die Annahme hatte inzwischen 
durch von Euler*) eine Stiitze erfahren, indem er zeigte, daB die 
Phosphorylierung des Zuckers in gleicher Weise wie die Girung von 
der Konzentration des Coferments abhingig ist. Da indes die Gairung 
fest mit der Phosphorylierung verbunden ist, beweist dies noch nicht, 
daB in der Veresterung der eigentliche Angriffspunkt des Coferments 


1) O. Meyerhof, Piliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 175, 81, 1919. 
*) Euler und Myrbdck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 189, 15, 1924. Vel. 
auch Neuberg und Gottschalk, diese Zeitschr. 154, 492, 1924; 161, 244, 1925. 
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liegt. Das vorstehende Resultat jedoch in Verbindung mit dem gleichen 
Verhalten der alkoholischen Garung') laBt keine andere Deutung als 
diese zu. 


Andere Phosphorsdureester. 


Ahnlich wirksam wie die Hexosediphosphorsiure erwies sich 
Fructosemonophosphorsiure [Neuberg*?)] und Robisonsche Glucose- 
monophosphorsaure *), schwicher Hexosemonophosphorsiure aus Rohr- 
zucker [Neuberg*)], unwirksam dagegen die Rohrzuckermonophosphor- 
siure [Newberg®)]. Das Alkalisalz der Fructosemonophosphorsaure 
wurde durch Umsatz des Bariumsalzes mit Natriumsulfat, das der 
Rohrzuckermonophosphorsiure durch Umsatz des Calciumsalzes mit 
Natriumoxalat gewonnen. 


Versuch 7. 19. Dezember 1925. 14,7 g Muskeln + licem KCl. Je 
0,4 ccm Extrakt auf 0,6 ccm verdiinnt. Umsatz ab 3, Stunde Anfangszeit 
in 90 Minuten. 


1. mit KCl-Lésung ......... + « 0,02 mg Milchséure 
2. ,, 0,01 mol. hexosediphosphorsaurem Na- 

eae! 6b & be 8 Dimi Seek ew eee 
3. mit 0,01 mol. fructosemonophosphorsaurem 

Ds ww. 6 eee ee 6 ee 8 6) ee 
4. mit 0,01 mol. hexosemonophosphorsaurem 

Natrium aus Rohrzucker. ...... . 0,07 

Extrakt mehrere Stunden alt: 

5. mit 0,3 Proz. Trihexosan. . ... . . . 0,20mg Milchséiure 
=, ae. « Robisonscher Glucosemono- 

pmosnmosmare «wt ttt te ce ee QS 


Diese Versuche mit Hexosemonophosphorsiure sind jedoch nur als 
vorliufige zu betrachten, da die durch den Umsatz der Ausgangs- 
praparate gewonnenen Alkalisalze nicht geniigend rein waren. Das 
genaue Studium des VerhaJtens der Hexosemonophosphorsauren, als 
méglicher Intermediarverbindungen der Kohlehydratspaltung, soll 
einer spaiteren Arbeit vorbehalten werden. 


1) Vorlaufige Mitteilung, Naturwiss. 1926, Dezemberheft (Vortrag 
PhysiologenkongreB Stockholm, August 1926). 

2) Diese Zeitschr. 88, 432, 1918. 

3) Robison, Biochem. Journ. 16, 809, 1922. 

*) Neuberg und Sabetay, diese Zeitschr. 162, 479, 1925. 

5) Die genannten Verbindungen auBer der Robisonschen Glucose- 
monophosphorséure verdanke ich Herrn Prof. C. Neuberg, die Robison- 
sche Saéure Herrn Prof. O. Warburg, der sie durch Vermittelung von 
Prof. J.C. Drummond von Herrn Dr. R. Robison-London erhalten hatte. 
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Ill. Veresterung und Abspaltung des anorganischen Phosphats. 


Die bisher mitgeteilten Versuche fiigen sich zwanglos der Embden- 
schen Annahme ein, daB die Hexosediphosphorsiure der Garung 
als Intermediarprodukt der Polysaccharidspaltung figuriert. Die erste 
Stufe der Reaktion wiirde die Veresterung der Spaltprodukte der 
Polysaccharide darstellen, die durch ein labiles Ferment unter Be- 
teiligung der Cozymase bewirkt wird; die zweite Stufe aber wire der 
durch ein weniger labiles Ferment und ohne Mitwirkung der Cozymase 
hervorgerufene Zerfall des Esters in iquimolekulare Mengen Milchsaéure 
und Phosphorsiure. Dies wird allerdings spiter dahin modifiziert, 
daB als Zwischenprodukt eine unbestindige Form der Hexosephosphor- 
siure in ,,status nascens anzunehmen ist. Zunichst aber liBt sich die 
gegebene Erklirung weiter stiitzen, wenn man gleichzeitig mit der 
Milchsaurebildung den Umsatz des anorganischen Phosphats verfolgt. 
Bei der Spaltung der Hexosediphosphorsiure werden nimlich waihrend 
des Hauptabschnitts des Zerfalls Milchsiure und Phosphorsiure in 
aiquimolekularen Mengen frei, wihrend bei der Spaltung der Poly- 
saccharide im allgemeinen die Menge des anorganischen Phosphats im 
Extrakt sich dauernd durch Anhaiufung von Phosphorsiureester ver- 
ringert. Dieser im Froschmuskelextrakt angehaufte Ester laBt sich 
aber durch ein- bis zweistiindiges Erwirmen auf 37° wieder in an- 
nihernd aquimolekulare Mengen von Milchsiure und Phosphorsiure 
aufspalten. 


A. Phosphatumsatz bei der Spaltung der Polysaccharide. 


Um den Zusammenhang von Veresterung und Milchsdurebildung 
naher zu studieren, wurde der Verlauf der Glykolyse und des Phosphat- 
umsatzes sofort nach Zusatz des Kohlehydrats verglichen. Fiigt man 
Starke oder Glykogen zu dem kohlehydratfreien Extrakt, so setzt 
unmittelbar nach Zusatz eine starke Veresterung des Phosphats 
ein, wihrend die Milchsiurebildung meist langsamer nachfolgt, so dab 
oft nach 2 Minuten erheblich mehr Molekiile Phosphat verestert sind 
als Milchséure entstanden ist. In den spiteren Zeiten, nach 5, 10 und 
15 Minuten, andert sich dies Verhiltnis insofern, als nun ebensoviel 
oder auch noch mehr Milchsaure entsteht, wie anorganisches Phosphat 
verschwindet. Allmahlich verlangsamt sich die Phosphatveresterung, 
wihrend zunachst die Milchsiurebildung mit annahernd konstanter 
Geschwindigkeit weitergeht. Hier verstehen wir unter ,,Veresterung* 
stets die Anhdujfung des Esters, wobei im Auge zu behalten ist, dab 
auf Grund der gemachten Annahme diese sichtbare Veresterung 
nur den UberschuB der Synthese des Esters iiber seine Wiederauf- 
spaltung darstellt. Wenn auch teils aus Griinden der MeBgenauigkeit, 
teils wegen verschiedener Aktivitit des Extrakts der Anfangsverlauf 
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Tabelle I1. 
Milchséurebildung und Phosphatveresterung nach Zusatz von Polysaccharid. 





oe 
e é 
a = Milchsaure P,O 4 2 
& §& 5 2 2 
€ E — 2 c ~> 2 
a2 82 |sik 
= 3 Kohle- c 5s aa » 
, ~ e 
Nr. Datum = ~ 4 hydrat- Zeit = rm § J >e |2 5 
5 zusatz e = = 2 » & © x 
* e | = = . 2 
i 2 4 ° , 3 ae 3 3 
= S = = & 3° | giX 
> J 
s < N - 
1926 com ccm Min. mg mg mg cal 


0 0,99 . 2,33) — — _ 

1 23 I-31 0,4 Proz. | 2 0.97 0 2.15 —0,18 0,23 0 
om ees") Glykogen)| 5,25, 1,22 + 0,23) 1,74 -0,59 |-0,76 | 0,3 
15 196 +097 157 -0,76 |-097 19 

0 1,39 —  |327 — —- - 
180 0,41) 3,056 -—0,214) -0,275 1,4 


+ 


P on : - O8 Proz.}) 2 

2 | 23. TI. | 3 . Starke 5 2,29 0,90 2.75 —0.52 0.66 14 
20 3.84 2.45 | 2.78 0.30 0.385 6.4 

0.8 Prox. { 0 1,47 — 4.03 ae. fon 

318, V./32) 5 “Re |) 2 1,63 +016 3,90 -0,13 | - 0,165 1,0 
firke || 5 217 +0,70 353 -050 |-064 1] 

0 0.70 — i195 — , 

4 22 1X. 27 5 08 Proz. | 2 0.775 0,07 1,19 —0,075) -— 0,096 0,7 
“=. “| ° Starke 10 10 102 032 1.017-0248)-032 10 

18 1.15 100 -0265 -034 34 

0 072 — 11.47 = — I< 

5 | 92 IX. 27 08 Pros. | : 0.74 | 0,02 136 -011 0,145 0.1 
oo oe. 15°) >| Bite | 10 1.14 | 0.42) 1.185 - 0.285) - 0,365 1.15 
192 120/114 -038 |-042 46 


von Milchsiurebildung und Veresterung sich nicht immer gleich verhalt, 
so ergibt sich doch mit ziemlicher RegelmaiBigkeit, daB nach 5 bis 
10 Minuten etwa ebensoviel Ester angehiuft als Milchsiure gebildet 
ist (siehe die letzte Spalte von Tabelle 11), wahrend in noch lingerer 
Zeit sich dies Verhaltnis erheblich zugunsten der Milchsiurebildung 
verschiebt (siehe letzte Spalte der Tabelle 111). Die Versuche fiir kurze 
Zeitriume sind in der Tabelle I] zusammengestellt und auch in der 
Abb.3 wiedergegeben. wo der anfianglich annihernd symmetrische 
Verlauf von Milchséurebildung und Veresterung zu erkennen ist. Diese 
Symmetrie ist viel vollkommener bei der Hexosenspaltung in aktiviertem 
Muskelextrakt, worauf in einer folgenden Arbeit eingegangen wird. 
In der Abb. 3 sind die Versuche der Tabelle 11 graphisch dargestellt, 
wobei die Nummern der Kurven und Tabelle sich entsprechen. Die 
Milligramm gebildete Milchsiure (pro 5ccm Fliissigkeit) sind nach 
oben, die verschwundene Phosphorsiure, umgerechnet in Milligramm 
veresterten Zuckers, also in gleichem Mafstab wie die Milchsiure, nach 
unten aufgetragen. In allen Versuchen ist die Milchsiure chemisch 
bestimmt. Die Versuche 4 und 5 weichen insofern ab, als hier die Zeiten 
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von 2 und 10 Minuten und | Stunde bestimmt sind und infolgedessen 
der steile Anstieg der Milchséure schon nach 10 Minuten aufzuhéren 
scheint. 


& } 

c ’ 

8 42} f t 
= | , ; 
S i 
= 7,0t 4 i 
<3 | i 
>! ; 
E ast { 


{= 











mg Zucherdquivalentt;P0, « 


O6t 
0,8} : : 
+ | 
L } 
as 70" 75 20” 0 
Abb. 3. 


Verlauf der Milchsaurebildung und Phosphatveresterung unmittclbar nach Zusatz 
der Polysaccharide. 
Versuche der Tabelle II. 
Nach oben mg Milchsaure, nach unten, umgerechnet auf mg Zuckeriquivalente, veresterte Phosphor- 
siure (Il mg Zucker = 1,09mg H,;PO,). O——© Versuch 1. @----- @ Versuch 2. 4 A 
Versuch 3. X———x Versuch 44 4 — — & Versuch 5. (Die Kurvenpunkte der Versuche 4 
und 5 fiir 10 Min. sind irrtiimlicherweise bei 5 Min. cingetragen.) Einzelheiten s. im Text 





Das Verhalten der Polysaccharidspaltung iiber langere Zeitriume 
ist in der Tabelle II] wiedergegeben. 

Die letzte Spalte der Tabelle III] zeigt, daB das Verhaltnis 
Milchsaurebildung 
Veresterung 
manchmal aber in dem gleichen Extrakt in langen Zeitraumen im 
Unterschied von der Anfangszeit konstant ist. In diesen Fallen wird 
offenbar der Stillstand der Spaltung nicht durch Schadigung des 


in den verschiedenen Extrakten stark wechselt, 
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Tabelle 111. 
Milchsaurebildung und Phosphatveresterung bei der Polysaccharidspaltung 
% (langere Zeiten). 

2 2 Mit 05 Proz. Stirke 4 

% es ee - P.O; ;+ | Big 

PF is gs (333 ; bie | 35 

, & tse | - 30 sce Ste > 
Nr Datum 5 = | Zeit 22 208 s 32% es 3 
- I= a wv N ms rs 

% =a ro . Ande- Es 3\3 

a =3 a i rung >e § - 

1926 com com mg mg ” mg é 

o’*); — — || 100 — pe " 

90 0,07 0,854 0825 -0,175 -0,225 3,8 

1] 8 mits 3 ) aan ti) " 

5 0,085 3,07 038 -062 0,80 38 

o’*); — — 1,33 -- — _ 

Ih — 0715 — aH — _ 
2 | 13. IL. 1,6 3 2 0.17 143 O56 -0,77 0,99 1,45 
3 — 1,77 — — oass Pal 
| + 0,18 180 039 -0,94 1,20 1,50 

‘ P . P j o*)) — — 2,29 -- — 
Sys he) 6S tae | — | 2,55 | O90 |-1,90 |-1,66 | 253 
Phosphat- 

zusatz) 0’ *) me c™ 211 ass = ‘es 

4 16, 1X. 18 3,2 Ih — 155 | 1,56 0,55 0,70 2,2 
| 31,5 — 4/50 | 166 -0445 -057 79 


*) Ab 30 Min. vom Kohlehydratzusatz. ' 





esterifizierenden Enzyms hervorgerufen, sondern durch zu starke Ab- 
nahme des anorganischen Phosphats. Versuch 3, der mit dem gleichen 
Extrakt wie Nr. 2 angestellt ist, zeigt, dab bei Vermehrung des an- 
organischen Phosphats die Milchsiureausbeute im gleichen Verhiltnis 
steigt, wie die Phosphatveresterung zunimmt. Hierauf beruht jeden- 
falls die giinstige Wirkung des Phosphatzusatzes auf den Umsatz der 
Polysaccharide, die schon in der vorigen Arbeit hervorgehoben ist. 

Im tibrigen besteht aber bei der Polysaccharidspaltung keine feste 
Beziehung zwischen der Anhiufung des Esters und der Milchsiure- 
bildung. Auch bei verschiedenen Kohlehydraten ist dieses Verhiltnis 
wechselnd, im allgemeinen ist bei der Starke das Verhiltnis von Ester- 
anreicherung zu Milchsaiurebildung gréBer als bei Glykogen. 








B. Phosphatumsatz bei der Spaltung der Hexosediphosphorsdure. 


Ganz anders verliuft die Spaltung der Hexosediphosphorsiure. 
Hier setzt die Milchsiurebildung sofort nach Zugabe des Esters ein, 
und gleichzeitig nimmt das anorganische Phosphat etwa aquimolekular 
mit der gebildeten Milchsdure zu. Die Aquimolekularitat, die bei glattem 
Zerfall der Zuckerphosphorsiure erwartet werden muB6, ist nur im 
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ersten Moment nicht vorhanden, da hier die Milchsiurebildung iiber- 
wiegt. Vielleicht liegt dies an der kleinen Menge im Saft schon vor- 
handenen Kohlehydrats, die dazu fiihrt, daB zuniichst eine gewisse 
Menge Phosphat durch Veresterung verschwinden kann; oder aber 
wahrscheinlicher an einem gewissen Gehalt der Hexosediphosphorsaure- 
praparate an Hexosemonophosphorsaure. Spaterhin erfolgt die Spaltung 
fast genau aiquimolekular, und erst nach mehreren Stunden iiberwiegt 
gelegentlich die Abspaltung des Phosphats, was auf eine Schidigung 
des Ferments hindeutet. 
Tabelle IV. 
Spaltung des Hexosediphosphats in Milchséure und Phosphat unmittelbar 
nach Zusatz des Esters und in lingeren Zeiten. 





~ i) 

- < is 

? Milchsaure P,O; + 2 2 

2 2 ; =k 

§ 8s s§ 2 

Nr. Dat Bis | Soe | zu § ¥ € oe 3262 
iNT. atum 4 = ~ am ie) z 3 3 Re = 4 é 
Sis £ a § Dy e isis 

a & S % = = = i|2¢€ 

= > < Za 

1926 ecm ccm mg mg mg Eig 

| 0,3 Proz. 0’ 0,97 eg 2,83 ej pe ig 

1 | 25. 10.131 5 | Mgtexoses) 2 142045 |'293 +010 +0,13 | 30 
| phosphat 19 1920195 357 +074 +0195 1.0 

0 (239 — |230 — — | (24) 

’ 04 Pre. | 2 298059 2323 +0025 +003 — 

a | OV.19 6 Meee | 5 341, 102 266 + 0,355 + 0,455) 2,9 
20 403 764 319 +088 47:13 1.45 

{ 0,25 Proz. | Q ines a 1,30 betes — lain 
3 | 16. IT. | 1,6 8,0)| MerHexose-) 3, || | 2.74 | 3120 + 1,00 |+ 2,43 |1,18 
06 Pra (| (EA — 190) — aa 
4 16,1X, 18.9.2) Muticroses| Ib 3150 162%) 2.705 +140 + 1,80 0,90 
’ a 4 phosphat | 3!/,h 6,18 3,70*)| 4,33 +303 + 3,88 0,96 

Obne Zusatz| 3) 9 2.48 ond — = — — 

= f 0013m | 9 om. oad 0,451 en aie uted 
5 | 30. EX. | 0,6 (1,0)) Never (60 || — | 0,676 | 0,976 + 0,525 |+ 0,673 1,0 
(| oom {0 | —) — 0437 — —  — 

5a > 30. TX. | 0,6 1,0) Na-Hexose: |20 — | 0,422 0,758 + 0,326 + 0,422 1,0 
|| phosphat 69 — 0604 0942 4 0510 + 0,653 0.93 


*) Korrigiert fiir Spaltung von priformiertem Kohlehydrat. 


C. Zerlegung des angehduften Esters bei 37°. 


DaB der sich bei der Kohlehydratspaltung anhiufende Ester 
Hexosediphosphorsaure ist, geht mit Wahrscheinlichkeit aus der Wieder- 
aufspaltung desselben hervor, die man durch Inkubation des Frosch- 
muskelextrakts bei 37° hervorrufen kann. Wie oben dargelegt, wird 
durch Erwirmung des Extrakts auf 37° wihrend 15 Minuten die Poly- 
saccharidspaltung aufgehoben, die Spaltung des Hexosephosphats nur 
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wenig beeintrichtigt. Bei langerer Erwairmung wird zwar auch die 
letztere stark herabgesetzt, kommt aber doch erst in mehreren Stunden 
zum Stillstand. Bringt man nun Extrakt mit Starke- oder Glykogen 
zusatz, der 1}, bis 2 Stunden lang bei 20° Milchsiure und Ester gebildet 
hat, rasch auf 37°, so wird der angereicherte Ester aufgespalten, an- 
nihernd volistandig in einer halben Stunde, total im Zeitraum von 
2 Stunden. Daneben zerfallt auch der priformierte Ester, Embdens 
, Lactacidogen™, der sich zwar in mancher Beziehung ahnlich, in anderen 
Punkten aber abweichend wie die Hexosediphosphorsiure verhilt'). 
Bei dieser Aufspaltung des angehiuften Phosphorsiureesters werden 
aber ungefihr aquimolekulare Mengen Milchsiure und Phosphorsiure 
frei. Allerdings ist dies nur ein Wahrscheinlichkeitsargument zugunsten 
der Hexosediphosphorsiure, da wihrend des Anwirmens auf 37° auch 
Milchsiure aus Starke entstehen kann, andererseits aber weiterhin 
auch Phosphat allein hydrolytisch abgespalten werden kann 

In der Tabelle V sind einige Beispiele gegeben, wobei bei dem 
ersten nur der Phosphatumsatz bestimmt ist, bei den beiden letzten 
auch gleichzeitig die Milchsiure. 


Tabelle V. 


Aufspaltung des im Extrakt angereicherten Esters bei 37°. 





© ~ % Phosphatumsatz 
> 7 e Zucker 
- Ft 4 E . Milchsaure : sonnet a 
e §& iy 3 «  aufgespalten: + 
e's & ~% = - eC 
= — — a - 
Nr. Datum 3 + = 83 & s gebildet se 
=< - . = 
= a ™ £ . $ bei = bei 20 bei 37 
on 3 » = wal & 
= |& S 20° 37 > 
com cem Proz. - oC m mg mg mg mg Lg 
”’ 20 — |— 1802 - — 
> 1)30 20/37 - — 1475 -0420. — 
] 8. IV.'15' 26 05 2 37 — |= —_ |) 89 : 0530 
3 30). 37 - — 1,995 + O665 
6 37 — - . 1,985 — 0652 
0 20 0,622 — — 2,135 _ -- 
> 2 20 37 2 28 1,66 - l 67 O595 — 
2 9 30 0 7 ee se elie’ ’ 
Stl. v.19) 5; " 220 37 263) — 9,35 11915 - 0,314 
4 37 3,065, — 4,78 2,37 - 090 
| 0 20 0,704'— — |2,33 _ 
, . _ji>1 40 20/37 1,88 1,18 — /|1,96 0,475 
‘ 9 30 O¢€ eo ~ Ne? ’ 
oy ie. V.119) 3, ” 210) 37 2,74 | — O86 2,49 0,68 
340 37 282 — 094 2.49 0.935 


*) Bei — von 20 auf 37° gebracht. 


1) Nach einer Diskussionsbemerkung von Embden zu meinem Vortrag 
auf dem internationalen Physiologenkongrei in Stockholm scheint das 
von ihm aus dem Muskel isolierte ,,Lactacidogen"’ entgegen friiheren 
Annahmen des Autors eine Hexosemonophosphorséiure zu sein. 
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D. Kombination von Hexosephosphat- und Polysaccharidspaltung. 


Schon der Umstand, daB wahrend der allmahlichen Anhiufung 
des Phosphorsaureesters die Spaltungsgeschwindigkeit der Polysaccha- 
ride mehr und mehr sinkt und bei Mangel an Phosphat in 2 bis 3 Stunden 
fast zum Stillstand kommt, spricht dagegen, daB der sich an- 
hiufende Ester selbst das Intermediirprodukt der Kohlehydratspaltung 
ist, besonders wenn man beriicksichtigt, daB das esterspaltende Ferment 
gegeniiber Schidigung, Altern des Extrakts usw. weniger empfindlich 
ist als das veresternde, so daB danach sehr bald die Spaltungsgeschwindig- 
keit die Veresterungsgeschwindigkeit iiberwiegen miiBte. Eine andere 
Versuchsreihe fiihrt zu demselben Resultat. Wie oben dargelegt, 
sinkt die Spaltung der Hexosediphosphorsiure rascher ab als die 
der Polysaccharide und kommt oft nach 114 bis 2 Stunden zum 
Stillstand. Figt man in diesem Moment Glykogen oder eines der 
anderen oben genannten Kohlehydrate der Polysaccharidgruppe 
hinzu, so setzt eine starke Milchsiurebildung ein. Andererseits ist 
aber neuer Zusatz von Hexosediphosphorsiure in diesem Zeitpunkt 
ganz oder nahezu unwirksam. Durch Zusatz von Polysacchariden 
bildet sich also eine Substanz, aus der rascher Milchsiure entstehen 
kann als aus dem noch vorhandenen oder zugesetzten Hexosephosphat. 
Die einfachste Deutung dieser Erscheinungen, die durch die Beob- 
achtungen der Traubenzuckerspaltung eine starke Stiitze erfaihrt, ist 
die, daB der nach Kohlehydratzugabe sich bildende Ester in status 
nascens viel leichter in Milchsiiure gespalten werden kann als der 
stabilisierte. Tatsaichlich setzt mit Zugabe von Starke oder Glykogen 
neben der Glykolyse eine auBerst starke Veresterung des anorganischen 
Phosphats ein. Die Verringerung des iiber das Optimum gestiegenen 
Phosphatgehalts hierbei diirfte als giinstiger Faktor fiir den Fortschritt 
der Milchsiurebildung in Betracht kommen. Beispiele fiir den Verlauf 
sind auf den folgenden Kurven dargestellt. 


In Abb. 4, Versuch 8 vom 6. Februar 1926 ist der Verlauf dreier 
Glykolyseversuche abgebildet (je 0,4 ccm Extrakt auf 0,8 ccm Fliissigkeit), 
abgerechnet die erste halbe Stunde. 

Ordinate: cmm CO,, Abszisse: Zeit in Minuten. 

Kurve 1 mit 2mg Trihexosan. Méglicher Gesamtumsatz 500 cmm 
CO,; gibt in 1 Stunde 89 emm CO,, in 2% Stunden 172 cmm CQ,. 

Kurve 2 mit 2mg Magnesiumhexosephosphat. Médglicher Gesamt- 
umsatz 200 cmm CO,, gibt stark abfallend in 1 Stunde 61 cmm CQ). 

10 Minuten spater wird, nachdem die Milchséiurebildung aufgehért 
hat, 2mg Trihexosan zugefiigt (= 500cmm CO, maximal). Jetzt ent- 
stehen innerhalb 20 Minuten 70 cmm CO,. Dann fallt die Milchsétrebiidung 
allmahlich ab. 

In einem dritten Versuch, Kurve 3, in dem sich zunéchst ebenfalls 
2 mg Trihexosan, wie in Kurve | befinden, werden nach 1% Stunden 2 mg 
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Magnesiumhexosephosphat hinzugegeben. Die CO,-Kurve zeigt keinen 
Knick, sondern fallt sogar rascher ab als in Kurve 1. 
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Kombination von Hexosephosphat+ und Polysaccharidspaltung 
Versuch 8. Kurve I: Verlauf der Milchsdurebildung aus Trihexosan. 
Kurve II: Verlauf der Milchsiurebildung aus Hexosephosphat, nach 1h10’ Trihexosan 
zugegeben. 
Kurve III: Verlauf der Milchsaurebildung mit Trihexosan, nach 1h40' Hexosephosphat 
zugegeben. Einzelheiten s. im Text. 


Ein noch volistaéndigerer Versuch, in dem auch der Phosphatumsatz 
verfolgt wurde, ist in Abb. 5 dargestellt. 


Versuch 9. 11. Juni 1926. Umsatz in Milligramm Zucker. 


Je 0,6ccm Extrakt auf 1,0 ccm verdiinnt. Der Phosphatgehalt, be- 
rechnet in der a4quivalenten Menge Zucker, ist ebenso wie die Milchsaéure 
auf der Ordinate aufgetragen, wobei der Anfangsgehalt 0,487 mg P,O,; 
= 0,62 mg Zuckeraquivalent gleich dem Nullwert der Ordinate gesetzt ist, 
um die Aquivaleszenz von Milchsiure und Phosphatabspaltung beim 
Zerfall des Hexosephosphats zu zeigen. 


Kurve 1 entspricht einem Doppelversuch, je 3,4mg Magnesium- 
hexosephosphat, 1,35 mg Zucker enthaltend. In Kurve la sind nach 
2 Stunden 15 Minuten 181 cmm CO, = 0,724 mg Milchséure und 0,64 mg 
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P,O,; = 0,82 mg Zuckeriéquivalente abgespalten; in Kurve 1b in derselben 
Zeit 170 cmm CO, frei gesetzt = 0,68 mg Milchsaéure, dann nach Zusatz von 
0,lcem destillierten Wassers in der folgenden %,-Stunde noch 0,06 mg 
Milchsaure gebildet. Am Schlu8 sind hier 0,69 mg P,O, = 0,88 mg Zucker 
gespalten. Versuch la und 1b sind in je einer Kurve fiir Milchséure und 
Phosphorséure zusammengezogen. In Versuch 2, der die gleiche Menge 
Magnesiumhexosephosphat enthaélt und in 24% Stunden 153emm CO, 
= 0,61 mg Milchséure gebildet hat, wird 0,1 cem 4proz. Starke zugesetzt. 
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Abb. 5. 
Milchsaurebildung und Phosphatumsatz bei Spaltung von Hexosephosphat und nachtraglichem 
Stirkezusatz. 
Versuch 9. Kurve I: @ @ = Milchsaurebildung aus Hexosephosphat. ©)— —C Phosphor: 





siurebildung aus Hexosephosphat. 
Kurve fl: x < und 4 — — & = Milchsaures und Phosphatabspaltung von Hexose- 
phosphat wahrend 2h 15’, dann Stiarkezusatz. FEinzelheiten s. im Text. 





Sofort steigt die Milchséurebildung steil an und betragt in einer Viertelstunde 
0,33 mg, um dann weiterhin wieder abzufallen. Gleichzeitig wird eine groBe 
Menge Phosphat verestert, und zwar mehr, als in der ganzen Versuchszeit 
aus dem Hexosephosphat abgespalten wurde. Doch ist diese Phosphat- 
veresterung nicht immer von der gleichen GréBe (siehe Versuch 10). 
Jedenfalls hangt sie mit der plétzlichen Milchséurebildung zusammen, 
indem der hier entstehende Ester teilweise in status nascens zerfallt. Dabei 
wird gleichzeitig, indem die Starke als Akzeptor fiir das anorganische Phos- 
phat dient, die jedenfalls iiber das Optimum gestiegene Phosphatkonzen- 
tration beseitigt. 
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SchlieBlich ist auf der Abb. 6 ein weiterer Versuch, Nr. 9a (29. Sept. 
1926) veranschaulicht, bei dem die Wiederveresterung des abgespaltenen 
Phosphats unter der Wirkung zugesetzter Starke in zwei Zeiten gleichzeitig 
mit der Milchséurebildung bestimmt wurde. Man sieht, daB in den ersten 
15 Minuten der Phosphatschwund weit mehr als a4quimolekular mit der 
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Abb. 6. 


Versuch 9a. Versuchsanordnung wie Fig. 5. 
Kurve I: Verlauf der Milchsaurebildung aus Hexosephosphat (Natriumhexosephosphat). 
Kurve II: Stirkezusatz bei r ©——© = Milchsaure. @— — @ = Phosphorsaure (in mg Zucker- 
spaltung). 


Milchsaure ist, dann aber in den folgenden drei Viertelstunden nur noch 
wenig zunimmt, wahrend die Milchséuebildung weiter geht. Die Mengen 
und Bezeichnungen entsprechen denen des Versuchs 9. Kurve 1 stellt 
den Verlauf der Spaltung von 0,5 Proz. Magnesiumhexosephosphat in 
lcem Lésung in 4 Stunden 10 Minuten dar. In den ebenso verlaufenden 
Parallelversuchen 2a und 2b ist nach 3 Stunden 10 Minuten 0,1 ccm 
4proz. Starke zugegeben. Versuch 2a wurde nach 15 Minuten, Versuch 2b 
nach 1 Stunde abgebrochen und der Phosphatgehalt bestimmt. 


Alle hier mitgeteilten Versuche liefern jedoch fiir sich allein noch 


keinen Beweis, sondern nur ein Wahrscheinlichkeitsargument zugunsten 
der Annahme eines besonderen aktiven Esters als Intermediarprodukt 
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des Zerfalls der Kohlehydrate und kénnen durch Hilfsannahmen auch 
mit der Behauptung in Einklang gebracht werden, daB doch die Hexose- 
diphosphorsadure der Girung diese Zwischenverbindung sei. Erst die 
in einer folgenden Arbeit mitgeteilten Versuche iiber die Spaltung 
des Traubenzuckers und der anderen ,,Zymohexosen“ zwingen zu der 
Annahme, daB bei dem Umsatz der Kohlehydrate eine Substanz unter 
Veresterung von Phosphorsiure gebildet wird, die ums Mehrfache 
rascher in Milchséiure zerfallen kann als die Hexosediphosphorsaure 
der Girung, waihrend es kaum zweifelhaft erscheint, daB diese es ist, 
die sich in den Muskelextrakten anhiuft. 


IV. Die Veresterung des Phosphats unter der Wirkung von Natriumfluorid 
und Natriumoxalat. 


Embden*) hat die bemerkenswerte Feststellung gemacht, daB bei 
Zusatz von Natriumoxalat oder -fluorid zu einer Suspension zer- 
schnittener Muskulatur oder MuskelpreBsaft im Verlauf von 1 bis 
2 Stunden die anorganische Phosphorsiure betrachtlich abnimmt, eine 
Abnahme, die durch Glykogenzusatz, aber nicht durch Glucose, noch 
gesteigert werden kann, wobei sich die Harden-Youngsche Hexose- 
diphosphorsdiure anhauft. Ebenso wie die Vermehrung des Glykogens 
kann auch die Vermehrung des anorganischen Phosphats den ProzeB 
steigern. Diese Befunde sind durch Beattie und Milroy”), ebenso durch 
Euler*) bestatigt worden. Embden setzt diesen Vorgang in eine Reihe 
mit dem Einflu®B anderer Alkalisalze auf die Zu-. oder Abnahme des 
,sLactacidogens‘‘ und schlieBt, daB ,,die Gleichgewichtslage der re- 
versiblen Reaktion Kohlehydratphosphorsaure <> Kohlehydrat + Phos- 
phorsiure von ionalen Verhiltnissen vollstandig abhiangig“ sei‘). 
Wiahrend gewisse lonen, CNS’, J’ usw., spaltungsbegiinstigend wirken, 
sollen F’ und (COO); synthesebegiinstigend sein. 


Der Muskelextrakt ist besonders geeignet, den EinfluB von Fluorid 
und Oxalat zu studieren. Wihrend im Extrakt ohne Kohlehydrat- 
zusatz durch Fluorid keine Synthese eintritt, da der Akzeptor fiir das 
Phosphat fehlt, kann nach Zusatz von Glykogen oder Starke im Uber- 
schuB in 2 bis 3 Stunden das ganze anorganische Phosphat verestert 
werden, umgekehrt bei Uberschu8 an Phosphat der gréBte Teil des 
vorhandenen Kohlehydrats. Die auch sonst bei der Glykolyse der 


1) Zusammenfassung Handb. d. Phys. 8, I, 417, 1925; s. auch Embden 
und Zimmermann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 141, 225, 1924. 

2) Beattie und Milroy, Journ. of physiol. 60, 379, 1925. 

8) Huler, Myrbdck und Karlsson, Zeitschr. f. physiol. Chem. 148, 243, 
1925. 

*) a.a.O., S. 428. 
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Polysaccharide beobachtete Anreicherung an Ester wird also noch 
betrachtlich gesteigert. 


Diese Versuche fiihren nun zu einer anderen und einfacheren 
Deutung als der von Embden vorgeschlagenen. Die Synthese und 
Spaltung der Phosphorséureester im Muskelextrakt stellt ja tiberhaupt 
keine eigentlich reversible Reaktion dar. Der freiwillige Verlauf dieser 
Reaktion ist vielmehr schematisch ; Hexose a aus Glykogen + Phosphor- 
siure -> Hexosediphosphorsiure - Hexose b + Phosphorsiure -> Milch- 
siure +- Phosphorsiure. Die Hexose a, die verestert wird, ist nicht 
identisch mit der Hexose b, die aus der Veresterung beim Ubergang in 
Milchsaure entsteht; sonst wiirde ja die Reaktion nicht von selbst in 
einer Richtung ablaufen, und schon die Hexose a wiirde ohne Ver- 
esterung in Milchsiure zerfallen. Eine Synthesebegiinstigung wire 
unter diesen Umstanden nur méglich durch Erleichterung oder Erhéhung 
der Geschwindigkeit der Veresterung: Hexose a + Phosphorsiure 
Hexosediphosphorsiure. Die Versuche lehren jedoch, daB auch dies 
in der Regel nicht stattfindet. Die Synthese wird nicht beschleunigt, 
sondern entweder unbeeinflubt gelassen oder schwach verlangsamt 


Eine andere Méglichkeit zur Anhiufung des Esters, die, soweit 
meine Versuche reichen, die beobachteten Erscheinungen vollstandig 
erklart, ist offenbar die, daB bei unbeeinfluBter Synthese der Zerfall 
des Esters gehemmt wird'). Dann muB ja der zuniichst gebildete 
aktive Ester sich in die stabile Form umlagern und in dieser sich an- 
reichern. In der Tat hemmen Oxalat und Fluorid in spezifischer Weise 
die Milchséurebildung. Die Hemmung der Glykolyse durch Natrium- 
fluorid und Na-Oxalat ist bekannt; fiir das Oxalat ist die Hemmung 
am Muskelbrei friiher gezeigt worden®) und geht fiir Fluorid aus Embdens 
eigenen Versuchen*) hervor. Will man entscheiden, ob diese Hemmungen 
ausreichen, die Anhiufung des Fsters zu erkliren, so muB man be- 
stimmen, ob die Estervermehrung zuziiglich der noch stattfindenden 
Milchsaurebildung in den mit Fluorid oder Oxalat versetzten Lésungen 
niemals gréBer ist als die Summe von Milchsiurebildung und Ester- 
vermehrung ohne Zusatz dieser Stoffe, aber unter sonst gleichen Um- 
stinden. Dabei ist aber zu beachten, daB die Anwesenheit einer ge- 
wissen Menge veresterter Phosphorsiure bei schlechten Siaften oder 
unter sonst ungiinstigen Bedingungen konservierend auf das Ferment 
wirkt. In solchen Fillen kann sich scheinbar ergeben, daB Fluorid den 
Kohlehydratumsatz vermehrt hatte, unter anderen Bedingungen ist 


1) Diese Méglichkeit ist schon von Euler beriicksichtigt worden: Hoppe- 
Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 148, 252, 1925. 

2) O. Meyerhof, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 188, 147, 1921. 

3) a. a. O., S. 430. 
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dies «ber niemals der Fall. Vielmehr ist der Kohlehydratgesamtumsatz 
meist mit Fluorid ungefihr derselbe, gelegentlich aber auch kleiner 
als ohne dies (s. Tabelle V1)'). In der Tabelle VI ist die Milchsiure 





in den beiden ersten und ebenso im letzten Versuch chemisch be- 
stimmt; in den anderen Versuchen ist sie manometrisch unter Kor- 
rektur fiir die Veresterung ermittelt. Diese sind infolgedessen nicht 
1g £ 
so genau. 
Tabelle VJ. 
Kohlehydratgesamtumsatz in An- und Abwesenheit von Fluorid. 

° r a + 
= 3 P20; 2 25 
5 pis); & g | ebt 

Nr. Datum $ Kohlehydrat 3 S FE ‘ . ~ : ° f 
-) = od s e ° 353 

Z se. F i 2 S Fes 

z > = a 8 £3 

_ = = 35 

ccm Proz. mg mg mg mg N 

‘itie ee 90° — 178 223 1133 1,16 | 2.94 

l 8.111. 28 {| Ses og 9 0,02 0,50 2,23 |046 | 2.27 | 2,77 
, 90 O12 0,16 223 '018 262 2,78 

9 — |238 120 (005 1,47 | 3,85 

2 |u.m.3so | “6 seen 90 0,024 033  — 0.286 117 150 
|| Starke 90 012 025 | — |034 | 110 | 1135 

3 | 5 v.10 | Of Proz 2h — 1,00 0,848 0,520 0,42 | 1,42 
: “7 | Starke 2 0,03 0,24 — (0,149 0,89 | 1,13 
sels viio {| 04 Pre | 2 — 1,07 0,848 0,640 0,27 | 1,34 
: Tis | Glykogen 2 0,03 0,21 — 0370 0,61 0,82 

sh! « v.dao {| 04 Pree. | 2 — 0,88 | 0,848 0.766) 0,105 | 0.99 
: ‘ii | Trihexosan 2 003 0,265 — | 0,416) 0,555 | 0,82 

60° | — 081 0,798 0,753 0,058 0,87 
4 | 2 VL/ 10%) bs — 60 |0,003 0,37 | — | 0,332 0,335 0;705 
| Glykogen 60 | 0.03 0,235. — 0,365) 0,555 | 0.79 

5s | 7 vL.1o | Of Proz. 2h | — 0,66 0,733/ 0,640 0,12 | 0,78 
coe Tee” 1 Glykogen | 2 [0,03 (0,14 — |0,213, 0,67 0,81 

—_— { 06 Proz. | 3/5) — 450 (211 | 1,664 0,57 | 5,07 

6 (16. 1X. /32 | “Starke | 3% [0,015 369 | — 0.542203 5.72 


*) Kaninchenextrakt. Versuchstemperatur 37°. 


Weiter spricht in dem angegebenen Sinne, daB alle Behandlungen 
des Extrakts, die die Veresterung und Glykolyse der Polysaccharide 
ohne Fluorid unméglich machen, auch die Veresterung in Gegenwart 
von Fluorid aufheben. Das ist insbesondere fiir kurzes Erwairmen des 
Froschmuskelextrakts auf 37° genauer untersucht worden. Durch 


1) Etwas abweichend verhalt sich Oxalat, indem es in sehr niedrigen 
Konzentrationen bei hohem Phosphatgehalt die Milchsaurebildung vor- 
iibergehend steigern kann, bei gleichzeitig erhéhter Veresterung. Doch 
zeigen gelegentlich die verschiedensten Substanzen ahnliche Wirkungen, so 
daB es fraglich ist, ob dieser Tatsache eine besondere Bedeutung zukommt. 
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15 bis 20 Minuten langes Erwirmen des Extrakts auf 37° wird ebenso 
wie die Glykolyse auch die Veresterung in Gegenwart von NaF ver- 
nichtet. Wird die Erwirmung bei Zusatz von Kohlehydrat und Fluorid 
vorgenommen, so kann wahrend der Anwaérmungszeit noch eine 
Synthese stattfinden und eventuell auch nach 20 Minuten noch etwas 
fortschreiten, weil die Anwesenheit des Esters schiitzend auf den Extrakt 
wirkt. Doch gilt dies unter entsprechenden Umstinden auch fiir die 
Milchséurebildung in Abwesenheit von Fluorid. 
Dies sei an den folgenden Beispielen gezeigt. 


Versuch 10. 15. Marz 1926. Je 1,6ccm Extrakt mit Bicarbonat, 
Phosphat und Zusétzen auf 3ccm gebracht, 0,5 Proz. Fluorid, 0,5 Proz. 
Starke. 





P, O5-Gehalt P, Opdindiune 


mg 
Ne 0” ee ae 1,938 — 
ee CN UD nr 0,670 — 1,268 
C. Extrakt 15 Min. bei 37°, dann NaF 
und Starke 1 Stunde bei 20°... 2 060 + 0,102 


(Keine Veresterung, teilweise Spaltung des ,Lactacidogens*). 


Versuch 11. 18. Marz 1926. Je 1,3 ccm Extrakt mit Zusatzen auf 
2,7 ccm; 0,6 Proz. NaF, 0,4 Proz. Starke. 





P, Os-Gehalt P, OssAnderung 
mg 
0 EPS ey ae oe ee ee 2.05 - 
a & ee ee: Sg 6a Kae we 1,10 — 9.95 
C. 1 Stde. bei 20°, dann 30 Min. bei 37° 1,49 — 0,56 


(ab B. 039mg aufgespalten) 


D. Vor NaF-Zusatz 20 Min. mit Starke 
bei 37°, dann | Stunde bei 20° . , 2.13 + 0,08 


(keine Veresterung). 


Versuch 12. 30. Marz 1926. 2,6ccm mit 1,6cem Extrakt; 0,5 Proz. 
NaF, 0,5 Proz. Starke. 





P, Os-Gehalt to Oc tities 
mg 
a 2 ie oa be Oh wow tes 8 1,965 - 
i: a OR rhe ee 0.730 — }],235 
C. Mit NaF ohne Starke 15 Min. bei 37°, 
dann | Stde. 10 Min. mit Starke- 
zusatz bei 20° “fey tt ae , 1,792 — 0,173 


Der letzte Versuch zeigt, daB bei Erwirmen mit NaF ohne Starke 
eine geringfiigige Estersynthese stattfindet, die wohl auf die Veresterung 
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des praformierten Kohlehydrats aus dem Extrakt wihrend der An- 
warmungszeit zu beziehen ist. 

Wahrend der Extrakt durch kurzes Erwarmen auf 37° vor dem 
Stirke- und NaF -Zusatz unfahig zur Veresterung wird, wird durch 
nachtrigliches Erwairmen der Fortschritt der Veresterung zwar gehemmt, 
aber diese nicht sofort aufgehoben. DaB diese bis 40 Minuten fort- 
schreiten kann, geht aus dem folgenden Versuch 13 hervor. 


Versuch 13. 25. Marz 1926. Je 1,4 ccm Extrakt auf 2,6 ccm gebracht, 
A. bis D. mit 0,5 Proz. NaF, 0,45 Proz. Starke. 





P, O5*Gehalt 


P, O5-Anderung 
mg 
i, te tg POU 6 ib a we a 6 le 4 8 1,97 ome 
ee le as Is cc 6 ee ae 0.88 — 1,09 
SF “ , 20°, dann 20 Min. bei 37° 0,76 — 12) 
D. 1 I —_— So me . se 0.47 — 1,50 
E. und F. ohne NaF-Zusatz 
... aie eee oe bo, Sse 2 od 1,67 — 0,30 
F. 1 a . 20°, dann 20 Min. bei 37° 1.73 — 0,24 


In diesem Versuch ist auch ohne Fluoridzusatz in 20 Minuten bei 37° 
nachtraglich nur eine geringfiigige Menge des Esters aufgespalten. 

Den Verlauf der Veresterung mit und ohne Fluorid iiber langere Zeiten 
bei 20 und 37° zeigt ein weiterer Versuch, der auch auf Abb. 7 dargestellt ist. 
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Abb. 7. 
Phosphatveresterung mit und ohne Fluorid. 
Versuch 14. Kurve I: Veresterung ohne Zusatz bei 20° in 1h30’, dann auf 37° gebracht: Wieder- 
aufspaltung des neugebildeten Esters und ebenso des priformierten Esters 
(letzteres entsprechend dem Abstand von 1,8 und 2,0mg P,O; *. 
Kurve II: Mit 0,16n Natriumfluorid. Nach 1 Stunde geteilt, Ila weiter bei 20° ver- 


estert, IIb auf 37° gebracht. Steigende Veresterung wihrend der An- 
a gszeit, dann lang Wiederaufspaltung. 
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Versuch 14. 8. April 1926. Je 1,6 ccm Extrakt auf 2,6 ccm gebracht 
0,45 Proz. Starke. Kurve 1 zeigt den Verlauf ohne Fluoridzusatz. Der 
Extrakt befindet sich 14% Stunden bei 20°, wahrenddessen 0,327 mg P,O, 
verestert werden. Dann wird er auf 37° gebracht. Sogleich setzt die Auf- 
spaltung ein, die schon in % Stunde den Anfangswert des anorganischen 
Phosphats iiberschreitet. Nach 2 Stunden ist auch das Lactacidogen auf- 
gespalten, und die Phosphatmenge nimmt nicht mehr zu. 

Kurve 2 zeigt das Verhalten desselben Extrakts mit 0,5 Proz. Natrium- 
fluorid. In 1 Stunde ist 1,15 mg P,O, verestert, ein Teil des Extrakts 
bleibt bei 20° und zeigt nach 2 Stunden eine Veresterung von 1,51 mg 
P,O,, wahrend ein anderer Teil auf 37° erwarmt wird. In der ersten halben 
Stunde (einschlieBlich der Anwarmungszeit) schreitet die Veresterung 
weiter fort und betrigt 1,45 mg P,O,, aber in der folgenden Zeit kommt es 
zu einer — wenn auch geringfiigigen — Wiederaufspaltung. 


DaB das Fluorid die Veresterung des Phosphats nicht beschleunigt, 
sieht man ferner daran, daB die unmittelbar nach Zusatz von Poly- 
saccharid rasch einsetzende Anhiufung des Esters durch NaF nicht 
oder nur in dem MaBe beeinfluBt wird, wie gleichzeitig Milchsiure 
entsteht. 


Versuch 15. 20. April 1926. P,O;-Gehalt 2 und 15 Minuten nach Zusatz 
der Starke zum Extrakt mit und ohne 0,5 Proz. Fluorid. Je 2 ccm Filiissig- 
keit mit 1 cem Extrakt und 0,5 Proz. Starke. 





A. Ohne Fluorid B. Mit Natriumfluorid 
P, Os-Gehalt 


Zeit P< we it ee 
Oph P, OssAnderung 


Min. mg mg P, OseAnderung 
; 2,40 — 231 mS. 

: 2,40 0 2,33 0 
15 2.15 — 0,24 2.01 — 0,30 


Wenn die hier gegebene Deutung zutrifft, daB die Anhiufung 
des Esters unter FluorideinfluB auf der Hemmung des Zerfalls 
beruht, so muB8 natiirlich die Spaltung des Hexosephosphats eben- 
falls durch Fluorid und Oxalat gehemmt werden. Dies ist auch 
der Fall. Da die wirksamen Konzentrationen hier etwa zehnmal so 
groB sind, widerspricht unserer Erklirung nicht, da es wohl méglich 
ist, daB der Zerfall des aktiven Esters gegentiber hemmenden Substanzen 
empfindlicher ist als der Zerfall des Stabilisierungsprodukts. Uberhaupt 
ist die Empfindlichkeit der Glykolyse gegeniiber Fluorid und Oxalat 
stark von den Versuchsbedingungen abhingig. In derselben Anordnung 
wirkt Oxalat immer geringer als Fluorid; fiir die gleiche Hemmung 
bedarf es einer etwa zehnmal so hohen Aquivalentkonzentration. Die 
Hemmungen werden durch Phosphatzusatz zum Extrakt verringert. 
Sie sind daher in den phosphorirmeren KCl-Lésungen aus Frosch- 
muskeln gréBer als in Extrakten, die mit destilliertem Wasser hergestellt 
sind. Andererseits ist das Ferment in mehrstiindig altem Extrakt 











488 O. Meyerhotf : 


empfindlicher als in frischem. Im allgemeinen wird die Polysaccharid- 
spaltung in K Cl-Extrakt aus Froschmuskeln durch n/100 Na F (0,032 Proz. 
NaHF,) in | bis 2 Stunden 80 Proz., durch n/1000 NaF etwa 50 Proz. 
gehemmt. In n/2000 bis n/5000 ist die Hemmung meist nur noch 
angedeutet. Zum Vergleich ist die Hemmung der Hexosephosphat- 
spaltung nach verschiedenen Versuchen in der folgenden Ubersicht 
wiedergegeben. 








Natriumfluorid Natriumoxalat 
Aquivalent- Hemmung Aquivalent- Hemmung 
konzentration Proz. konzentration Proz. 
0,001 19 0,002 12 
0.01 42 0,02 19 
0,025 57 0,05 55 
0,1 85 0.2 65 


Die spezifische Hemmung der Glykolyse durch Fluorid und Oxalat 
kénnte zwei mégliche Ursachen haben: entweder wire sie auf die 
Entionisierung von Calcium zuriickzufiihren, dem dann eine Rolle im 
glykolytischen Fermentkomplex zukime, oder aber auf die extreme 
Stellung, die Oxalat und Fluorid in der lyotropen Reihe einnehmen’). | 
Die nahere Priifung dieses Problems, die in einer folgenden Arbeit von 
Dr. Meyer vorgenommen wird, ergibt, daB die letztere Méglichkeit 
zutrifft. Hierfiir spricht weiter die starke Abhangigkeit der Hemmungs- 
gréBe von der Stabilitaét des kolloiden Systems, die Uberlegenheit des 
Fluorids iiber das Oxalat, wihrend sich die Entionisierung des Calciums 
umgekehrt verhalt, und schlieBlich das ahnliche Verhalten des Fluorids 
gegeniiber der Leberlipase nach Loevenhart, Peirce und Amberg). Die 
Hemmung bis zu Konzentrationen von 10~°n herab erwies sich auch 
bei diesen Autoren von den Milieubedingungen abhingig, waihrend ein 
EinfluB des Calciums nicht nachweisbar war. 











V. Beeinflussungen der Polysaccharidspaltung durch verschiedene Substanzen. 


In diesem Zusammenhang wurde der Einflu8 anderer calcium- 
faillender und stark lyophiler Salze auf die Glykolyse des Muskelextrakts 
untersucht. Auch dabei zeigt sich, daB die Entionisierung des Calciums 
keinen EinfluB auf die Glykolyse hat, da z. B. Oleat, Stearat, schleim- 
saures Salz nicht hemmen; allerdings ist das Resultat mit den beiden 





1) Vgl. hierzu Doktordissertation Aschenbrenner (unter H. Freundlich) 
Berlin 1926. Embden fiihrt allgemein die von ihm beobachtete Beeinflussung 
der Spaltung bzw. Anhéufung von Lactacidogen durch Alkali- und Erd- 
alkalisalze auf Anderung des Kolloidzustandes der Muskelproteine zuriick. 

2) Journ. biol. Chem. 2, 398, 1906; 4, 149, 1908. 














- 














Enzymatische Milchséurebildung im Muskelextrakt. I. 489 


erstgenannten wegen der Schwerldéslichkeit der Alkalisalze in neutraler 
Lésung nicht sehr regelmaBig. Die anderen lyophilen Anionen, die 
in der lyotropen Reihe erst hinter Oxalat und Fluorid folgen, hemmen 
die Milchsiurebildung aus Starke nur schwach. 0,2n K Na-Tartrat 
hemmt etwa 60 Proz.; ahnlich 0,1 n Na-Citrat; 0,2 n Na-Sulfat hemmt 
nur etwa 20 Proz., 0,05 n Sulfat gar nicht. Sehr stark hemmt dagegen 
Natriumarseniat, und zwar in 0,001 m Lésung gegen 50 Proz. 

In Ubereinstimmung mit dem Verhalten der Milchsiurebildung in 
der Muskulatur ist Blausiure ohne Wirkung, jedenfalls bis zu Kon- 
zentrationen von 0,02 n. 

Weniger eindeutig ist das Verhalten der Narkotica. In zer- 
schnittener Muskulatur steigern die Narkotica in kleinen und mittleren 
Konzentrationen die Milchsiurebildung und zeigen auch in héheren 
Konzentrationen nur sehr geringe Hemmungen. Gelegentlich findet 
man im Muskelextrakt ebenfalls Steigerungen der Geschwindigkeit im 
Beginn des Versuchs, die jedoch bald einer progressiven Hemmung 
Platz machen. In anderen Fillen ist der Umsatz von vornherein mehr 
oder weniger stark gehemmt, und auch in diesen Fallen ist die Hemmung 
in der Regel progressiv. Im Gegensatz zu anderen Stoffwechselvorgingen 
in Lésung wirken auch die héchsten Glieder der homologen Reihe wie 
Heptylalkohol oder Phenylurethan hemmend. Man findet dann stets 
bei totaler Hemmung der Milchséurebildung den praformierten Phosphor- 
siureester (Lactacidogen) vollstandig zerfallen. Es ist anzunehmen, 
daB auch hier wie sonst die Hemmung der Narkotica auf eine kolloide 
Zustandsanderung des Enzyms zuriickzufiihren ist; doch sind Triibungen 
im Extrakt mit bloBem Auge nicht nachweisbar. 

Zum Schlu8 sei bemerkt, obwohl nur gelegentlich Versuche 
dariiber hier angefihr't sind, daB die Spaltung der ganzen Stirkegruppe 
(Glykogen, Starke, Amylose, Amylopektin, Trihexosan und Dihexosan) 
sich allen Einwirkungen gegeniiber (Erwirmung des Extrakts, Ent- 
fernung des Coferments, Phosphatzusatz, EinfluB von Narkotica und 
Blauséure usw.) vollstaindig gleich verhilt, so daB in allen Fallen 
zweifellos dasselbe Ferment wirksam ist 


Zusammenfassung. 

1. Glykogen, Starke, Amylopektin, Amylose, Trihexosan und 
Dihexosan werden von dem gelésten milchsiurebildenden Ferment 
des Muskels bei gleicher Konzentration mit nahezu gleicher Geschwindig- 
keit in Milchsdure gespalten, scharf unterschieden von den girfihigen 
Hexosen, die unter gewéhnlichen Umstainden von Muskelextrakten 
nicht oder nur schwach glykolysiert werden. 

2. Hexosediphosphorsiure wird von frischem, gut wirksamem 
Muskelextrakt durchschnittlich langsamer als die Polysaccharide in 
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Milchsdure gespalten — abgesehen von der Anfangszeit —, dagegen 
kehrt sich dies Verhialtnis in geschidigtem oder alterem Extrakt um, 
da das esterspaltende Ferment erheblich stabiler ist. Es kann eine 
volistandige Trennung der Esterspaltung von der Polysaccharid- 
spaltung erreicht werden 

a) durch Aufbewahren des Extrakts waihrend 24 Stunden in Eis, 

b) durch 15 Minuten langes Erwirmen des Extrakts auf 37°, 

c) durch Entfernung des Coferments mittels Dialyse oder Aus- 

waschung der Muskulatur vor Herstellung des Extrakts. 

3. Bei der Spaltung der Polysaccharide hauft sich gleichzeitig 
Phosphorsiureester im Extrakt an, anfangs rasch, spiter langsamer, 
und kann durch Erwiirmung des Gemisches auf 37° wieder voll- 
stiindig in Milchsiure und Phosphat aufgespalten werden. Bei der 
Spaltung der Hexosediphosphorsiure der Girung werden, von der 
Anfangszeit abgesehen, fast genau aquimolekulare Mengen Milchsaure 
und Phosphorsaure gebildet. Ist die Spaltung der Hexosediphosphor- 
siure in wirksamem Extrakt zum Stillstand gekommen, so fiihrt Zusatz 
von Polysacchariden zu neuer starker Milchsiurebildung, wobei gleich- 
zeitig eine groBe Menge Phosphorsiureester sich anhauft. 

4. Die von Embden entdeckte Anreicherung der Hexosediphosphor- 
siure in Muskelpriparaten mittels Natriumfluorid und Natriumoxalat 
beruht, wie die Versuche am Muskelextrakt ergeben, auf der Hem- 
mung des Zerfalls des bei der Polysaccharidspaltung gebildeten inter- 
mediiren Phosphorsiéureesters. Die Synthese dieses Esters wird durch 
Fluorid und Oxalat weder beschleunigt, noch unter Bedingungen er- 
miglicht, wo sie nicht auch in Abwesenheit dieser Salze stattfinden 
wiirde. Die Hemmung ist auf lyotrope Einfliisse zuriickzufiihren. 
Fiir die Beteiligung des Calciums an dem glykolytischen Ferment- 
komplex lat sich kein Anhaltspunkt finden. 


Berichtigung. 


In der Mitteilung von H. J. Fuchs und M. v. Falkenhausen, diese 
Zeitschr. 176, 99, 1926, Tab. VII, B 5 muB es heiBen statt '/,.0,5ccm A 
+ 1/,.0,5 com B: 


1/4¢-0,5cem A + 3/,,.0,5ccm B. 
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